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Résumé : Le purinorécepteur P2X7 joue un rôle majeur dans les phénomènes de 
dégénérescences (Alzheimer, DMLA) et mort cellulaires. Récemment des études ont 
montré que l’activation basale de ce récepteur est indispensable dans le processus de 
cicatrisation et de prolifération cellulaire. Nous avons essayé de mieux comprendre le 
paradoxe de cette activation du récepteur P2X7 qui oriente vers la prolifération et même 
les métastases tumorales, mais aussi vers les mécanismes de dégénérescence cellulaire. 
L'influence du microenvironnement (Lipides, matrice extracellulaire, oxygène) apparait 
essentielle pour comprendre ces différents effets. Notre premier objectif a été d’étudier 
l’impact de la modulation du microenvironnement du récepteur P2X7 par des 
composants de la matrice extracellulaire. Ainsi, sur un modèle de cicatrisation cutanée, 
nous avons mis en évidence l’impact de la taille des fragments du hyaluronate de sodium 
(composant prédominant dans la matrice extracellulaire). Nos résultats ont montré que 
l’activation du récepteur P2X7 dépend du poids moléculaire du hyaluronate de sodium. 
Notre deuxième objectif a été de moduler le microenvironnement lipidique du récepteur 
P2X7. Nous avons sélectionné une huile riche en acides gras insaturés et avons ainsi 
étudié son effet sur l’activation du récepteur P2X7. Sur nos modèles de cicatrisation, 
nous avons mis en évidence qu’une modulation du microenvironnement lipidique du 
récepteur P2X7 influence son activation. D’autre part la modulation du 
microenvironnement lipidique sur des cellules tumorale de mélanome active les voies 
de dégénérescence ouvrant la perspective de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
________________________________________________________________________ 
Discipline : Toxicologie 
_______________________________________________________________________ 
Mots-clefs : Hyaluronate de sodium, matrice extracellulaire, microenvironnement, 
lipides, in vitro, récepteur P2X7, cicatrisation, mélanome.  
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La peau est l’organe le plus important du corps humain. C’est un organe qui a 
pour principale fonction d’envelopper l’ensemble du corps afin de le protéger contre les 
agressions extérieures. L’intégrité de l’épiderme est assurée grâce à un équilibre entre 
différenciations, prolifération/desquamation. De plus, étant en renouvellement continu 
et constamment soumis à des agressions extérieures, l’épiderme est donc plus sensible 
aux dérèglements de la prolifération cellulaire. Le purinorécepteur P2X7 joue un rôle 
important dans la modulation de la prolifération cellulaire. En effet, l’activation de ce 
récepteur a été mise en cause dans plusieurs phénomènes cytotoxiques et maladies 
neurodégénératives. À l’opposé, d’autres équipes ont montré qu’une activation basale de 
ce récepteur stimule la prolifération des cellules. Sa localisation au sein des radeaux 
lipidiques au niveau de la membrane plasmique lui permet d’être en contact à la fois 
avec les protéines du cytosquelette et aussi avec d’autres récepteurs, tel que le récepteur 
de l’hyaluronate de sodium le CD44. Cette localisation lui confère la propriété d’être un 
point d’ancrage entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette. Les radeaux 
lipidiques sont des domaines riches en lipides en particulier le cholestérol ce qui rend le 
P2X7 sensible à son environnement lipidique. De plus, toute modification du 
cytosquelette pourrait avoir un impact sur l’activation du récepteur P2X7.  
 
Il est, donc, particulièrement important d’analyser l’impact de la modulation de 
l’environnement sur l’activité du récepteur P2X7 sur des modèles cutanés. 
 
Dans un premier temps, nous sommes partie des données bibliographiques qui 
énumèrent le rôle de l’hyaluronate de sodium dans la prolifération cellulaire et la 
cicatrisation. Afin de mieux comprendre le rôle de ce biopolymère et l’impact de son 
poids moléculaire, une étude de cicatrisation a été réalisée sur une monocouche de 
kératinocytes. 
La prolifération cellulaire, la fermeture de la plaie, l’expression des protéines 
d’intérêt (CD44 et ZO-1) ont été évaluées en faisant appel à diverses techniques. Nous 
avons également évoqué l’hypothèse qu’une activation du purinorécepteur P2X7 
pourrait avoir un rôle important dans le processus de cicatrisation cutanée, bien que 
peu d’études se soient penchées sur la question.    
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Dans un deuxième temps, nous nous sommes penchée sur l’environnement 
lipidique du récepteur P2X7. Une formulation lipidique a été utilisée dans le but 
d’étudier l’impact de la modulation de cet environnement sur l’activation du récepteur 
P2X7 dans la phase inflammatoire du processus de la cicatrisation cutanée. Différents 
paramètres de réponse inflammatoire ont été étudiés par technique ELISA. 
 
Dans un troisième temps, au vu de son double effet, l’activation du récepteur 
P2X7 est étudiée dans le traitement du cancer. Dans cette partie, nous avons donc axé 
nos recherches sur l’étude des effets cytotoxiques de l’activation du récepteur P2X7 sur 
un modèle de mélanome murin.  
La viabilité cellulaire, le stress oxydant, les altérations mitochondriales ainsi que 
l’apoptose ont été évalués par microtitration cytofluorimétrique. 
 
Nous ferons tout d’abord un rappel de l’anatomie et de la physiopathologie de la 
peau ainsi qu’une introduction sur le purinorécepteur P2X7. Nous consacrerons ensuite 
un chapitre aux différents modulateurs utilisés dans notre étude, l’hyaluronate de 
sodium et l’huile de Calophyllum inophyllum. Après avoir exposé le matériel et les 
méthodes utilisés dans notre étude, nous décrirons l’ensemble des résultats que nous 
avons obtenus avant de tirer les principaux enseignements de ce travail.  
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1. RAPPELS ET ÉTAT ACTUEL DES CONNAISSANCES 
1.1.  PHYSIOPATHOLOGIE DE LA PEAU 
1.1.1. Anatomie de la peau 
La peau est le plus important organe du corps humain, en regard de sa surface et 
de sa masse, chez l’adulte,  environ 2m2 pour 5 kg. À différents endroits de notre corps, 
la peau semble plus rigide. En effet, l’épaisseur de la peau varie, de 50 µm au niveau des 
paupières et jusqu’à 1 cm à la plante et paumes des pieds. La peau représente une 
barrière visible et étanche contre les agressions extérieures. 
 
1.1.1.1. Rôles de la peau 
Les principales fonctions de la peau sont la protection contre les agressions de 
l’environnement (mécaniques, chimiques, physiques, biologiques), la réception de divers 
messages (thermiques, sensoriels, douloureux), la production et la perte de chaleur, la 
synthèse de divers composants tels que la vitamine D3 active.  
La peau est considérée comme une barrière entre l’organisme et l’environnement 
extérieur. Cette protection est assurée par trois mécanismes différents :   
Protection chimique par les facteurs sécrétés par la peau (comme le sébum) et la 
mélanine, 
Protection physique par la peau elle-même grâce aux cellules kératinisées et aux 
glycolipides qui imperméabilisent l’épiderme, 
Protection biologique grâce aux cellules de Langerhans, éléments actifs du système 
immunitaire cutané.  
La température corporelle est régulée par les glandes sudoripares au niveau de la 
peau. 
Les terminaisons nerveuses contenues dans la peau, et notamment au bout des 
doigts, permettent à l'homme d'explorer son environnement par le toucher. Le degré de  
perception tactile varie selon l’épaisseur de la peau, ainsi il est plus important au niveau 
de la paume de la main, des extrémités des doigts et des lèvres. La peau est donc douée 
d’une grande sensibilité grâce à des récepteurs cutanés : x Les thermorécepteurs qui réagissent aux stimulations thermiques, 
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x Les nocirécepteurs qui répondent aux  stimulations douloureuses, x Les mécanorécepteurs qui réagissent aux stimulations mécaniques (pression, 
vibration…). 
Durant l'exposition aux rayons ultraviolets, la peau participe à la synthèse de la 
vitamine D nécessaire à l'équilibre calcique du corps humain. La vitamine D est ensuite 
transportée par les capillaires dermiques et elle est distribuée dans tout l’organisme. 
Par ailleurs, la peau excrète une faible quantité de déchets azotés, en parallèle de 
l’élimination de ces déchets par les urines. 
Les cellules de l’épiderme secrètent un grand nombre de facteurs solubles comme les 
cytokines qui interviennent dans les mécanismes de l’inflammation, de la cicatrisation et 
les phénomènes d’allergie. 
 
1.1.1.2. Structure de la peau 
D’un point de vue anatomique et histologique, la peau est constituée de trois 
couches principales du bas vers le haut :   x L'hypoderme, qui n'est classiquement pas assimilé à une couche de peau, x La partie la plus épaisse, le derme, x La partie la plus mince, nommée épiderme. 
 
 





L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est formé d’un tissu 
conjonctif très lâche de nature adipeuse constitué de deux éléments : des travées de 
conjonctives fibreuses, peu cellulaires, lieu de passage de vaisseaux et de nerfs, et des 
lobules graisseux plus ou moins volumineux faits d’adipocytes. En plus de son rôle 
mécanique, l’hypoderme est considéré comme la réserve énergétique du tissu cutané. 
 
1.1.1.2.2. Derme 
Cette couche de peau est constituée d’un tissu conjonctif qui est peu spécifique et 
constitué de fibroblastes, de terminaisons nerveuses sensorielles et de vaisseaux 
sanguins et lymphatiques. Selon sa localisation, la composition du derme change. En 
effet, au niveau du derme superficiel on trouve plus de vaisseaux sanguins, de 
terminaisons nerveuses, de fibres élastiques ainsi que des cellules.  Le derme superficiel 
contient des capillaires qui assurent la nutrition de l’épiderme par diffusion. Les fibres 
de collagène présentes dans cette partie du derme sont assez fines avec un assemblage 
de collagène de type I et III, synthétisé par les fibroblastes. A l’inverse, le derme profond 
est plus riche en fibres de collagène de type I organisées en gros troupeaux épais et 
résistants qui assurent la fonction de résistance mécanique de la peau, son caractère 
élastique étant lié aux fibres élastiques superficielles. 
Les fibroblastes sont des cellules de morphologie fusiforme ou étoilée, longue de ʹͲ  ͵Ͳ Ɋ    ͷ  ͳͲ ɊǤ    ±    
prolongements et sécrètent les différents éléments de la matrice extracellulaire.  
Les protéoglycanes et les protéines fibreuses sont les composants majeurs de la 
matrice extracellulaire. Les protéines fibreuses sont groupées en deux grands groupes, 
les fibres de collagène et les fibres élastiques. Par ailleurs, des protéines adhésives 
comme la laminine sont trouvées dans la membrane basale.  
Les glycosaminoglycanes (GAG) sont des polysaccharidiques formées d’unités 
disaccharidiques répétitives comme dans l’hyaluronate de sodium. La présence de 
groupements sulfatés ou carboxyles leur confére une charge négative. Cette charge 
négative  va leur permette d’attirer les ions Na+ et par conséquent absorber une grande 
quantité d’eau. Grâce à leurs  structures très étirées, les  glycosaminoglycanes occupent 
un volume considérable. Ces molécules confèrent donc une résistance à la matrice 
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extracellulaire. Le cartilage des genoux par exemple résiste à la pression et  porte tout le 
poids du corps, car il est riche en GAG.   
L’hélice du collagène est formée de 3 chaînes polypeptidiques enroulées (Rich 
and Crick, 1955) ; il est synthétisé par les fibroblastes et la glycine représente un acide 
aminé sur trois. La petite taille de la glycine permet l’enroulement de la triple hélice. Le 
collagéne subit des modifications post-traductionnelles indispensables à la formation de 
la triple hélice. Il s’agit d’hydroxylations sur les lysines et les prolines et de 
glycosylations. 
Les molécules de tropocollagène vont ensuite s'associer en fibrille. Les fibrilles de 
collagène se groupent ensuite en fibres. Les types les plus majoritaires, sont le collagène 
I, II et III et les formes minoritaires, sont le collagène V et le XI. Les collagènes non 
fibrillaires peuvent s’associer aux collagènes fibrillaires ; c’est le cas du IX, X et XII, ou 
former des réseaux comme pour le collagène VII et dans les lames basales pour le 
collagène IV.  
L’élastine est une protéine fibreuse, riche en Proline, établissant des liaisons de 
pontage entre les différentes molécules. L’élastine peut être tendue ou relâchée selon la 
conformation de ces liaisons.  
La laminine fait partie des protéines adhésives permettant l’adhésion matrice 
extracellulaire–cellule. Elle contient une séquence en acides aminés, RGD (Arginine – 
Glycine – Acide Aspartique), qui n’est pas tissu spécifique. La laminine est une protéine 
retrouvée seulement dans la lame basale au niveau de la jonction dermo-épidermique.  
La jonction dermo-épidermique est une str  ͳ  ʹ Ɋ ǯ±ǤEn 
microscopie électronique, la jonction dermo-épidermique apparaît divisée en trois 
zones bien distinctes: immédiatement sous la membrane plasmique des kératinocytes 
basaux on trouve la lamina lucida. Dans cette zone on distingue les filaments d’ancrage 
des hémidesmosomes, constitués de collagène de type XVII; plus profond on trouve la 
lamina densa, composaée de filaments de collagène de type IV; et enfin au niveau de la 
partie la plus superficielle du derme on trouve la sub-lamina densa dans laquelle sont 
situées les fibrilles d’ancrage cette zone est constituée de collagène de type VII. Cette 
jonction solide entre derme et épiderme, possède des fonctions de support mécanique et 
d'adhésion cellulaire. De plus, elle facilite les interactions entre les cellules et la matrice 
extracellulaire. En limitant le passage des molécules et des cellules, la jonction dermo-
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épidermique possède un rôle relatif de barrière, ainsi qu’un rôle de filtration. L’intégrité 
de cette jonction est indispensable à la cicatrisation cutanée. 
 
1.1.1.2.3. Epiderme 
L’épiderme est la couche la plus superficielle de la peau. C’est un épithélium 
pavimenteux stratifié et kératinisé. Quatre grands types de cellules entrent dans la 
composition de ce tissu : les kératinocytes qui sont majoritaires dans l’épiderme, les 
mélanocytes donnant la pigmentation de la coloration de la peau, les cellules de 
Langerhans qui sont des lymphocytes assurant les défenses immunitaires ainsi que les 
cellules mécanoréceptrices de Merkel. Ces différentes cellules reposent sur la membrane 
basale, formée d'une armature protéique synthétisée par les kératinocytes basaux et les 
fibroblastes. Cette membrane est devisée en plusieurs couches : x superficielle : filaments d’ancrage (collagène XVII, plectine, laminines), répondant 
à des ligands intrakératinocytaires (intégrines…), x moyenne (glycosaminoglycanes et collagène IV), x profonde (fibrilles et fibres d’ancrage, surtout constituées de collagène VII). 
 
1.1.1.2.3.1. Kératinocytes 
Les kératinocytes représentent plus de 90% de l’épiderme. Les filaments 
intermédiaires des kératinocytes sont des cytokératines. D’un point de vue biochimique, 
on distingue deux grandes familles de cytokératines : les cytokératines de type 1 (ou 
kératines acides K9-K20) et les cytokératines de type 2 (ou kératines neutres/basiques 
K1-K8) (Schweizer et al., 2006). L’assemblage des cytokératines se fait par 
hétérodimères formés entre une kératine de type 1 et une kératine de type 2 (Coulombe, 
1993). La polymérisation en filaments intermédiaire est spécifique de ces  
hétérodimères. Plusieurs kératines différentes quasispécifiques de certaines couches 
sont en plus présentes dans l’épiderme. En effet, les kératines non exprimées dans les 
couches supérieures comme les K5 et K14 sont spécifiques des cellules non différenciées 
présentes dans la couche basale. Quant à elles, les kératines K1 et K10 sont 
caractéristiques des couches suprabasales (Eckert et al., 1997). Les kératinocytes des 
épithéliums hyperprolifératifs expriment exclusivement et lors de  la cicatrisation 
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cutanée les kératines K6, K16 et K17 (Paladini et al., 1996). La kératine K9 est spécifique 
des plantes des pieds et des paumes.  
Les kératinocytes sont attachés les uns aux autres et à la membrane basale par 
différents types de jonctions : ¾ Les jonctions serrées ou jonctions étanches (zonula occludens) sont des 
jonctions intercellulaires qui permettent de connecter les cellules entre elles. Elles 
bloquent totalement la circulation de fluides entre les cellules et assurent ainsi 
l'étanchéité entre deux compartiments tissulaires. Chaque jonction consiste en un 
réseau de chaînes. Chaque chaîne est constituée par des protéines de jonction 
transmembranaires disposées en continu, et en liaison étroite avec leurs partenaires 
appartenant à une autre cellule. Les chaînes fusionnées éliminent l'espace intercellulaire. 
L'élément principal contribuant à la formation de cette jonction est une protéine 
transmembranaire nommée claudine (du latin claudere, fermer), ces jonctions séparent 
également les lipides des pôles apical et basolatéral (Brandner, 2009). Ces jonctions sont 
également associées à d’autres protéines. La première protéine identifiée est la Zonula 
Occludens-1 (ZO-1) (Stevenson et al., 1986). ZO-1 se trouve dans les plaques 
cytoplasmiques de jonctions serrées et aussi dans les jonctions de type adhérentes dans 
les cellules qui n'ont pas les jonctions serrées comme les fibroblastes. La protéine ZO-1 
fait partie de la famille des protéines MAGUK (membrane-associated guanylate kinase 
homologue). ZO-1 contribue à la bonne organisation des protéines au sein de la plaque 
de la jonction serrée (McNeil et al., 2006; Umeda et al., 2006 ). Ces structures sont 
localisées au niveau de l’épiderme dans la couche granuleuse. Les jonctions serrées en 
évitant les pertes hydriques jouent un rôle de barrière entre l’extérieur et  l’intérieur de 
l’organisme.  
 
Figure 2 : Schéma et photo en microscopie électronique des jonctions serrées. (d’après : Niessen CM, 
nature, http://www.udel.edu/biology/Wags/histopage/empage/ebv/ebv6.gif).   
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 ¾ Les jonctions communicantes (gap junctions) permettent l’interconnexion 
entre cytoplasmes par des canaux intercellulaires groupés en plaques membranaires. 
Les jonctions communicantes, aussi appelées macula communicans ou nexus, mais aussi 
«gap junctions» sont constituées de connexines, des protéines transmembranaires, qui 
en s’assemblant en complexes hexamèriques (les connexons) forment des pores de 2 nm 
entre deux cellules adjacentes. Ces jonctions facilitent le passage entre cellules de petites 
molécules et d’ions. Elles assurent également un couplage électrique entre cellules. Dans 
l’épiderme c’est la connexine 43 qui est la plus fortement exprimée.  
 
Figure 3 : Schéma d’une jonction communicante (d’apès http://www.futura-
sciences.com/fr/news/t/biologie-3/d/les-cellules-se-parlent-au-telephone-cellulaire_25250/).    
 ¾ Les jonctions adhérentes (zonula adherens) sont formées d’une protéine 
transmembranaire, l’E-cadhérine et de différentes protéines adaptatrices associées au 
cytosquelette d’actine. Entre les épithéliums, ces jonctions assurent l’étanchéité. Une 
diminution de l’expression de l’E-cadhérine a été mise en cause dans l’eczéma d’autres 
anomalies ont été observées chez des souris n’exprimant pas la protéine E-cadhérine 
(Judith A Tunggal1, 2005; Trautmann et al., 2001 ). 
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Figure 4 : Schéma d’une jonction adhérente (d’après : http://www.ulysse.u-
bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/gbb.cel.fa.109.b3/content/anno14.htm).   
 ¾ Les desmosomes (macula adherens), comme les jonctions adhérentes, 
appartiennent à la famille des jonctions d’ancrage. Ils fixent solidement deux cellules 
épithéliales adjacentes et permettent l’ancrage des filaments intermédiaires de 
kératines de deux kératinocytes adjacents en un même point d’adhésion. Les 
desmosomes fournissent la résistance à la traction pour un feuillet entier de cellules. Les 
cadhérines sont les glycoprotéines principales des desmosomes. Afin d’assurer 
l’adhésion entre les cellules voisines et/ou à la matrice extracellulaire, les domaines 
extracellulaires des cadhérines sont présents dans l’espace intercellulaire desmosomal. 
La partie intracellulaire est associée aux plaques desmosomales où s’insèrent les 
filaments intermédiaires de kératines (Garrod et al., 2002). Ceci permet de relier les 
cytosquelettes des cellules adjacentes.  
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Figure 5 : Schéma et photo en microscopie électronique de desmosomes (d’après : 
http://jpkc.scu.edu.cn/ywwy/zbsw%28E%29/edetail4.htm, http://www.about-biology.com/doc-cours-
le-tissu-epithelial-63.html).    
 
¾ Les demi-desmosomes, appelés aussi hémidesmosomes, sont des jonctions qui 
relient les cellules à la lame basale. Situés au pôle basal des épithéliums, en contact avec 
les filaments intermédiaires du cytosquelette, les demi-desmosomes fixent l'épithélium 
à la lame basale. Si la cellule adhérente est stimulée pour se déplacer ou se diviser, les 
demi-desmosomes sont désassemblées. Comparés aux desmosomes, les demi-
desmosomes sont plus étendus. Une perturbation de l’intégrité des demi-désmosomes a 
été mise en cause dans plusieurs pathologies de peau caractérisées par un détachement 
basal de l’épithélium et une formation de « bulle » (Giudice et al., 1993 ; Ruzzi et al., 
1997) telle que la pemphigoïde bulleuse.   
Les kératinocytes sont en une évolution morphologique permanente  témoignant 
de leur kératinisation. Cette évolution se déoule de la profondeur vers la superficie et 
permet de différencier quatre couches superposées de la superficie  vers la profondeur: 
la couche cornée (compacte, puis desquamante), la couche granuleuse, la couche à 
épines (ou épineuse) et la couche germinative (ou basale). 
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Figure 7 : Processus de la kératinisation (d’après : 
http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimede/fichiers/22895/ch01.html).  
 
La couche germinative (stratum basal) ou couche basale est constituée d'une 
couche de cellules cylindriques ou cubiques avec des noyaux de forme ovale et le 
cytoplasme montre la présence de tonofibrilles. Ces cellules sont liées à la membrane 
basale par des hémidesmosomes. Les kératinocytes basaux sont les seuls à être 
mitotiquement actifs et relativement indifférenciés. Ces cellules assurent le 
renouvellement des cellules épithéliales de l’épiderme. Selon le modèle actuel de 
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l'homéostasie épidermique adulte, le renouvellement de l’épiderme est maintenu grâce 
à deux populations cellulaires distinctes de cellules progénitrices : les cellules souches 
responsables de l'autorenouvellement, et de leurs cellules filles, appelées également les 
cellules d'amplification transitoire, qui au bout de quelques cycles de multiplication 
deviennent capable de sortir du cycle cellulaire et de se différencier (Braun and Watt, 
2004).  
 




Ce concept a été contesté. En effet, il a été montré que le renouvellement 
épidermique se produit grâce à un pool de cellules progénitrices épidermiques résidant 
dans la couche basale de l'épiderme, qui diffèrent des cellules souches épidermiques 
(Clayton et al., 2007).   
La couche épineuse (stratum spinosum) est formée de cellules polygonales, les 
noyaux sont ronds et le cytoplasme a des caractéristiques basophiles. Cette couche a une 
teneur plus élevée en tonofibrilles que la couche germinative. Avec des extensions 
cytoplasmiques ressemblant à des épines, ces cellules sont dites épineuses. 
La couche granuleuse (stratum granulosum) est composée de 3 à 5 couches de 
cellules aplaties, et reliées aux cellules voisines par des desmosomes. Dans ces cellules, 
le noyau et les autres organites restent intacts. Des granules basophiles appelés grains 
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de kératohyaline apparaissent au niveau du cytoplasme. La kératohyaline est un 
précurseur de la kératine et elle est constituée de profilagrine qui se transforme en 
filagrine dans la couche cornée. Lorsque les kératinocytes atteignent la dernière couche 
de stratum granulosum les cellules épidermiques meurent et déchargent leur contenu 
dans l'espace intercellulaire formant ainsi une sorte de ciment qui reliera les cellules de 
la couche cornée. 
La couche cornée (stratum corneum) est caractérisée par des kératinocytes 
complètement aplatis appelés cornéocytes. Ces cornéocytes sont dépourvus de noyau et 
d’organites cytoplasmiques. Elles sont caractérisées par des membranes plasmiques très 
denses et épaisses et les desmosomes sont profondément modifiés. En superficie de la 
couche cornée, les cornéocytes se détachent de l’épiderme (desquamation) après la lyse 
du ciment intercellulaire. L’épaisseur de cette couche cornée est très variable et peut 
aller jusqu’à plusieurs millimètres sur certaines zones d’appui. En dehors de ces zones, 
l’épiderme a une épaisseur moyenne de 2/10e de millimètre environ. 
 
1.1.1.2.3.2. Mélanocytes 
Les mélanocytes sont principalement situés dans la couche basale au niveau de 
l’épiderme. Ces cellules en forme d’étoile n’ont pas de jonctions cellule-cellule et 
s’insinuent entre les kératinocytes. Selon la localisation des régions cutanées, le nombre 
de mélanocytes varie chez un même individu. Ainsi, leur densité est de 2000/mm2 pour 
la peau de la face et de 1000/mm2 pour celle du corps. Par contre, leur nombre est 
identique dans toutes les populations humaines, la différence de couleur s’expliquant 
par la qualité et la quantité de pigments produits par les mélanocytes.  
Les mélanocytes produisent un pigment connu sous le nom de mélanine.  Ce 
pigment est, en grande partie, responsable de la couleur des phanères et de la peau. Les 
mélanosomes sont le lieu de la synthèse de la mélanine. Ces organites cytoplasmiques 
ovoïdes mesure Ͳǡʹ  Ͳǡ͸ ɊǤ  ±    
différenciation. Les stades I et II correspondent à des organites non mélanisés 
(prémélanosomes). La structure filamentaire des mélanosomes de stade I est encore 
assez mal définie. Par ailleus, les mélanosomes de stade II sont caractérisés par une 
structure interne filamenteuse. Les mélanosomes de stade III représente une 
accumulation de la mélanine. Dans les mélanosomes de stade IV, la structure interne est 
complètement masquée par l’accumulation de pigments. Dans des conditions 
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pathologiques (exemple le mélanome) cet ordre est déstabilisé et la mélanine commence 
à s’accumuler dans les mélanomes de stade I (Jimbow et al., 1984). La mélanine 
synthétisée est ensuite transférée aux kératinocytes pour lutter contre les effets 
toxiques des UV grâce à ses capacités d’absorption des UV. Les mécanismes de ce 
transfert sont incomplètement compris. 
 
1.1.1.2.3.3. Cellules de Langherans 
Ce sont des cellules dendritiques dérivant des cellules souches sanguines situées 
dans la moelle osseuse. Les cellules de Langerhans sont présentes dans tous les 
épithéliums pavimenteux stratifiés des mammifères. Elles sont en dispersées entre les 
kératinocytes de la couche à épines de l’épiderme. Les cellules de Langerhans se 
différencient des mélanocytes par l’absence mélanosomes d’une part et d’autre part par 
la présence de petits organites discoïdes pathognomoniques (granules de Birbeck). Les 
cellules de Langerhans sont responsables de la réponse immunitaire au niveau de 
l’épiderme en ingérant  des particules étrangères, comme des micro-organismes. Suite à 
leur activation par l’antigène, les cellules de Langerhans gagnent les ganglions 
lymphatiques où elles présentent les déterminants antigéniques aux lymphocytes. 
 
1.1.1.2.3.4. Cellules de Merkel 
Dispersées dans la couche germinative entre les kératinocytes basaux et au 
contact d’une terminaison nerveuse libre.  En microscopie électronique, on distingue des 
cellules présentant dans leur cytoplasme des nombreuses vésicules à centre dense 
entouré d’un halo clair. Les cellules de Merkel sont des cellules neuro-endocrines et des 
mécanorécepteurs, elles expriment des marqueurs neuronaux (chromogranine, 
synaptophysine, nombreux neuropeptides) et des marqueurs épithéliaux (nombreuse 
kératines, notamment la K20) et auraient également des fonctions trophiques et 
inductives sur les terminaisons nerveuses de l’épiderme et sur les annexes cutanées. 
 
1.1.1.2.4. Annexes cutanées 
Principalement localisées dans le derme et l’hypoderme, ces structures 
spécialisées englobent : 
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x Les glandes sébacées qui sécrètent le sébum qui forme avec la sueur un film 
hydrolipidique qui protège la peau contre le dessèchement,  x Les glandes sudoripares responsables de la sécrétion de la sueur. Elles jouent 
un rôle  dans la détoxication l’organisme et sa thermorégulation.  x Les follicules pileux considérés comme des organes à part entière. les follicules 
pileux sont distribués sur toute la surface corporelle sauf au niveau de la paume 
des mains, la plante des pieds et de certaines parties génitales. Chaque follicule 
pileux est accompagné d’une glande sébacée qui sécrète le sébum, qui est expulsé 
grâce au muscle horripilateur. 
 
1.1.2. Hyperproliférations physiologiques et pathologiques 
L’intégrité de l’épiderme est due à un équilibre entre prolifération et 
desquamation des cellules.  Au vu de sa localisation, l’épiderme est constamment soumis 
à des agressions extérieures. De plus, étant en renouvellement continu, l’épiderme est 
donc plus sensible à des dérèglements de la prolifération cellulaire. Dans notre étude 
nous allons nous intéresser à deux types de prolifération, le mélanome considéré comme 
hyperprolifération pathologique, et la cicatrisation considérée comme 
hyperprolifération physiologique.     
 
1.1.2.1. Hyperprolifération pathologique 
Le cancer est considéré comme une dégénérescence cellulaire. En effet, cette 
pathologie est caractérisée par une perturbation de la régulation de la prolifération et 
des mécanismes d’apoptose (Gasser and Raulet, 2006 ; Rodriguez-Nieto and 
Zhivotovsky, 2006). L'une des caractéristiques du cancer est le développement de 
mécanismes pour échapper à l'apoptose, qui confère aux cellules cancéreuses une 
résistance aux traitements (Hanahan and Weinberg, 2000).  
Le mélanome, le carcinome spino-cellulaire (SCC pour Spinal Cell Carcinoma) et 
le carcinome baso-cellulaire (BCC pour Basal Cell Carcinoma) forment les trois sous-
groupes de cancer.  L’incidence globale du cancer est en évolution. De plus, le risque de 
développer un nouveau cancer, généralement un cancer de la peau,  est augmenté chez 
une personne ayant ou ayant eu un cancer. Ceci met ainsi le cancer de la peau en tête de 




1.1.2.1.1. Carcinomes baso-cellulaires et spino-cellulaires 
Le carcinome baso-cellulaire (figure 9, gauche) est considéré comme le cancer 
cutané le plus fréquent. Il représente environ 90% des cancers de la peau. Le carcinome 
baso-cellulaire est le cancer le moins dangereux car il forme très rarement des 
métastases (Crowson, 2006). Son nom vient du fait qu’il se développe dans la couche 
basale, la plus profonde couche de l’épiderme. Le carcinome spino-cellulaire (figure 9, 
droite) comme le carcinome baso-cellulaire, touche les kératinocytes, il a une 
progression  lente et est rarement mortel. Il touche généralement des personnes âgées 









Le mélanome est le cancer le plus malin de la peau, il ne représente que 5 à 7% 
des cas, mais reste de loin le cancer le plus agressif et mortel (Cummins et al., 2006). A 
l’heure actuelle, 132 000 mélanomes malins sont enregistrés chaque année dans le 
monde (Organisation Mondiale de la Santé 2012). Le pronostic du mélanome est 
inversement corrélé à l'épaisseur de la lésion d'après l'indice de Breslow. Cet indice 
donne la distance (en mm) de la couche granuleuse sur les cellules tumorales au niveau 
du front de l’invasion (Breslow, 1970; Buzaid and Anderson, 2000 ). 
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1.1.2.1.2.1. Epidémiologie 
Le mélanome affecte tous les âges (avec un pic entre 40 et 50 ans), mais est 
exceptionnel avant la puberté. Le mélanome  apparaît essentiellement au niveau de la 
peau, mais il peut également toucher l’œil ainsi que les muqueuses. Le mélanome 
représente 75% de décès liés au cancer de peau.  Le taux d'incidence et de décès a 
augmenté globalement au cours des dernières décennies (de Vries and Coebergh, 2004 ; 
Parkin et al., 2005). Le taux de survie à cinq ans pour les patients atteints de mélanome 
avancé et métastatique est de 10% (Balch et al., 2001). Le mélanome survient plus 
fréquemment chez les femmes que les hommes, mais les taux de mortalité sont plus 
élevés chez les hommes (Parkin et al., 2005). Il a été observé que le taux de létalité est 
plus élevé dans les régions pauvres du monde (57,5%) par rapport aux régions plus 
riches (16,3%). En effet, les faibles taux de survie au mélanome ont été observés chez les 
patients ayant un statut socioéconomique bas ainsi que chez les personnes âgées de plus 
de 65 ans et résidant dans les zones à faible revenu (Reyes-Ortiz et al., 2006 ; Zell et al., 
2008). 
En France, l’incidence du mélanome ne cesse d’augmenter. Elle est évaluée entre 
7 et 9 nouveaux cas par an pour 100000 habitants. La mortalité en France est estimée 
entre 1,2 et 1,5 par an pour 100000 habitants. 
 
1.1.2.1.2.2. Facteurs de risque 
Parmi les hauts risques de développer un mélanome, on trouve : les coups de 
soleil (Dennis et al., 2008; Veierod et al., 2003 ), l'exposition fréquente au soleil ou par 
intermittence (cabines UV, loisirs extérieurs) (Bakos et al., 2009). Une étude a mis en 
évidence que les coups de soleil avant l'âge de 15 ans peuvent augmenter le risque de 
développer un mélanome cutané (Loria and Matos, 2001). Toutefois, une importante 
méta-analyse a montré que le risque de mélanome peut augmenter avec le nombre 
cumulé de coups de soleil subi pendant toutes les périodes de la vie (enfance, 
adolescence, âge adulte) et pas seulement ceux subis à un jeune âge (Dennis et al., 2008).  
 
Les facteurs génétiques interviennent de façon non négligeable dans le 
développement d’un mélanome. En effet, plusieurs études ont identifié certaines 
variables associées à une augmentation de risque de développer un mélanome. 
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L’ascendance européenne et la couleur de la peau semblent être liées à un grand risque 
de mélanome (Bakos et al., 2009; Crombie, 1979 ).  
Deux gènes de prédisposition sont connus : cdkn2 (cyclin-dependent-kinase 2A 
inhibitor) ou p16 et cdk4 (cyclin-dependent-kinase 4) (Nelson and Tsao, 2009), mais des 
mutations de ces gènes ne sont présentes que dans 10 à 20% des cas génétiques. Il 
existe donc d’autres gènes de prédisposition encore inconnus. Aucune différence n’est 
observée entre les mélanomes sporadiques (survenant sans contexte familial) et les 
mélanomes familiaux, en dehors du fait que les mélanomes sporadiques peuvent 
apparaitre plus précocement et être multiples. 
 
Les naevi dysplasiques sont des grains de beauté présentant une anomalie et qui 
peuvent potentiellement donner naissance à un mélanome. Un mélanome sur trois est 
issu de naevi. Il est facile de reconnaître un grain de beauté « anormal ». Les cinq 
premières lettres de l’alphabet sont utilisées comme moyen mnémotechnique pour 
attirer l’attention sur un nævus potentiellement cancéreux (Saiag et al., 2002) :  x A  pour Asymétrie : le grain de beauté n'est pas rond comme à l'habitude, mais 
présente une forme étrange ou allongée, x B pour Bordure : la bordure est irrégulière, comme le tracé d'un rivage accidenté 
sur une carte, et ses rebords disparaissent progressivement dans la peau plutôt 
que de former un trait bien net, x C pour Couleur : le grain de beauté a des régions dont la couleur varie et peut 
être blanche, bleue, rouge ou (plus particulièrement) noire, x D pour Diamètre : le diamètre est supérieur à celui de la gomme à effacer d'un 




Figure ͳͲ : Signes de détection d’un nævus à potentiel cancéreux (adapté de : 
http://melanomaandthecity.blogspot.fr/2012/08/mole-checks.html).   
 
1.1.2.1.2.3. Développement de la pathologie 
La transformation en mélanome passe par plusieurs étapes. Au départ, les 
cellules cancéreuses se développent d’une façon horizontale et parallèle à la surface de 
la peau, c’est ce qu’on appelle le stade RGP (radical growth phase). Durant ce stade, les 
cellules cancéreuses se regroupent entre elles, se détachent des kératinocytes et 
prolifèrent d’une façon horizontale sans franchir la barrière de la lame basale de 
l’épiderme. Ensuite, les mélanocytes cancéreux entrent dans le stade dit VGP (vertical 
growth phase), pendant cette phase, les cellules se multiplient rapidement et prolifèrent 
verticalement en pénétrant de plus en plus dans les couches profondes de la peau. A la 
fin de cette étape le derme est complètement envahi par les mélanocytes tumoraux qui 
arrivent au niveau de la circulation sanguine et lymphatique (Gray-Schopfer et al., 
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2007). Les cellules cancéreuses vont alors métastaser dans d’autres organes et être à 
l’origine de nouveaux cancers.    
Une multitude d’évènements sont nécessaires pour générer un mélanome 
métastatique.  Les plus importants sont : A) initiation de l’expansion clonale, B) 
défaillance de la sénescence des mélanocytes et réduction de l’apoptose, C) migration 
des cellules vers le système sanguin et lymphatique. ¾ Initiation de l’expansion clonale : des altérations de la régulation du cycle 
cellulaire, la prolifération cellulaire, l’apoptose et la différenciation cellulaire sont à 
l’origine de cette partie du cycle de développement des métastases. 10% des mélanomes 
sont issus de facteurs génétiques. A ce jour, deux gènes de prédisposition sont connus : 
cdkn2 ou p16 et cdk4 (Nelson and Tsao, 2009). Le gène cdkn2a code pour deux 
protéines distinctes importantes dans la régulation du cycle cellulaire et les voies 
d’apoptose. D’autre part le développement de mélanome est initialement déclenché par 
des agents environnementaux, y compris les ultraviolets (UV), qui induisent des 
altérations génétiques/épigénétiques dans les chromosomes de mélanocytes. Dans les 
mélanomes humains, la voie des MAPKinases (Mitogen-Activated Protein Kinase) et les 
voies de signalisation PIK3/AKT (Phosphatidylinositol 3-kinases/Protein-Kinase B) sont 
deux grandes voies de signalisation et sont activées constitutivement par des altérations 
génétiques. Les mutations de ces deux voies  contribuent à une prolifération anormale, 
l'angiogenèse et l'invasion, phénomènes essentiels pour le développement et la 
progression du mélanome (Madhunapantula and Robertson, 2011 ; Yajima et al., 2012).  ¾ Diminution de la sénescence et l’apoptose : ou sénesecence (la perte de la 
capacité à proliférer) est une caractéristique des cellules somatiques normales après un 
nombre limité de divisions. Le raccourcissement des télomères (extrémités des 
chromosomes) lors de chaque division est l’un des mécanismes responsables de la 
sénescence des cellules. La sénescence est considérée comme une barrière au 
développement de cancers dans de nombreuses lignées cellulaires de mammifères 
(Gray-Schopfer et al., 2007).  
L’apoptose ou mort cellulaire programmée joue un rôle central dans le 
développement embryonnaire, dans la fonction du système immunitaire et dans le 
maintien de l'homéostasie tissulaire. L’activation de ce mécanisme passe par deux voies : 
la première repose sur le déclenchement des récepteurs de mort exprimés à la surface 
de la cellule (la voie extrinsèque), tandis que l'autre est médiée par des molécules 
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libérées par la mitochondrie (la voie intrinsèque) (Igney and Krammer, 2002). La voie 
extrinsèque passant par l’activation des récepteurs de mort transmembranaires (comme 
les récepteurs P2X7) induit l’activation des caspases-8 et -10, ainsi que l’activation 
simultanée des caspases effectrices -3 et -7. Par ailleurs, l’activation de la voie 
intrinsèque due à différents stress aboutit à une perturbation de la membrane 
mitochondriale (Lassus et al., 2002). Ces deux voies sont en partie interconnectées. En 
effet, des études ont mis en évidence que les caspases-8 activent la voie mitochondriale 
(Green, 2000 ; Johnstone et al., 2002). L’inactivation de l'apoptose est le « signe distinctif 
d'un cancer », un passage obligatoire dans la transformation maligne des cellules 
normales (Hanahan and Weinberg, 2000). Ainsi, en inactivant l'apoptose, les cellules 
cancéreuses deviennent double vainqueurs : elles améliorent leurs chances de survie et 
augmentent leur résistance aux agents chimiothérapeutiques (Johnstone et al., 2002).  
La voie NF-Ɉst une voie que les cellules tumorales utilisent pour survivre, résister à 
l'apoptose et métastaser. En effet, une régulation positive des niveaux de NF-kB est 
impliquée dans la progression du mélanome et l'augmentation de son potentiel 
métastatique (Kashani-Sabet et al., 2002 ; Kashani-Sabet et al., 2004). La diminution des 
voies de l’apoptose peut être aussi liée à des inhibitions des gènes suppresseurs de 
tumeur comme les gènes codant la protéine p53. La protéine p53 contrôle la stabilité 
génomique, l'arrêt du cycle cellulaire, l'induction de l'apoptose, et de l'activité 
transcriptionnelle des gènes impliqués dans la progression tumorale (Milyavsky et al., 
2005). Dans le mélanome, les mutations du gène p53 sont rares (Lubbe et al., 1994). Par 
contre, une accumulation de la protéine inactivée est observée au niveau des noyaux des 
cellules tumorales (Lepperdinger et al., 2001; Yamamoto and Takahashi, 1993 ). De plus, 
des protéines inhibitrices de la protéine p53 sont surexprimées au niveau des cellules de 
mélanome, et leur inactivation induit une augmentation de l’apoptose des cellules de 
mélanome (Smalley et al., 2007). ¾ Migration des cellules vers les systèmes sanguin et lymphatique : la phase de 
métastase est le stade critique dans le développement d’une tumeur puisqu’elle 
dissémine les cellules cancéreuses dans tout l’organisme ce qui conduit à la mort de 
l’individu. Les capacités migratoires et invasives des cellules cancéreuses sont des 
paramètres critiques de la cascade métastatique. Bien que le taux de diffusion de cellules 
augmente avec la taille de la tumeur, la dissémination des cellules malignes peut 
commencer dans les premiers stades de la tumeur (Klein, 2009). Les cellules tumorales 
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modifient leur adhésion cellule-cellule et cellule-matrice afin d’acquérir des capacités 
migratoires, et donc envahir les tissus voisins (Christofori, 2006 ; Valastyan and 
Weinberg, 2011). Les cellules cancéreuses acquièrent des propriétés spécifiques, comme 
l’expression de la VE-cadhérine, qui leur permet d'interagir avec les cellules 
endothéliales et de renforcer leur capacité de migration (Labelle et al., 2008).  
 
1.1.2.1.2.4. Traitements du mélanome 
 
a) Chirurgie : exérèse 
La chirurgie reste le traitement par excellence du mélanome. L’exérèse de la lésion 
cancéreuse se fait avec une marge de sécurité variable en fonction de l’épaisseur de la 
lésion. En cas de mélanome débutant, aucun traitement complémentaire n'est conseillé. 
Par ailleurs, en cas de mélanome à risque, un traitement médical complémentaire peut 
être conseillé. Une atteinte des ganglions nécessite un traitement chirurgical 
complémentaire. Les métastases du mélanome peuvent parfois bénéficier d'un 
traitement chirurgical ou d'une chimiothérapie.  
 
b) Chimiothérapies : ¾ Restauration de la capacité de suppression de tumeur : les modulations 
épigénétiques dans le développement du cancer ont attiré beaucoup d'attention. Une 
modulation épigénétique correspond à tout changement dans l'expression des gènes 
sans altération de la séquence d'ADN. Deux mécanismes des modifications épigénétiques 
sont les cibles des stratégies thérapeutiques : la méthylation de l'ADN et la modification 
des histones. La méthylation de l'ADN est médiée par les ADN méthyltransférases 
(DNMTs), qui sont responsables de la formation d'une liaison covalente d'un groupe 
méthyle aux résidus cytosine aux dinucléotides CpG.  
Une hyperméthylation des gènes suppresseurs des tumeurs contribue 
probablement à la stimulation des tumeurs (Herman and Baylin, 2003). Les inhibiteurs 
de DNMT pourraient être utilisés pour activer les gènes suppresseurs de tumeur. La 5-
aza-2'-désoxycytidine (décitabine), un inhibiteur de DNMT administré avec de fortes 
doses d'IL-2 chez des patients atteints de mélanome, semble augmenter l'activité de l'IL-
2 avec des réponses objectives 31% des patients (Gollob et al., 2006). 
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La principale enzyme responsable de la modification des histones est l’histone-
désacétylase (HDAC). Les inhibiteurs d'HDAC sont actuellement en cours d'étude comme 
traitement possible contre le mélanome. In vitro, le valproate, un inhibiteur d'HDAC, 
induit un arrêt du cycle en phase G0/G1, la sensibilisation au cisplatine et étoposide et 
l'apoptose (Valentini et al., 2007). ¾ Augmentation de l’apoptose : les agents thérapeutiques qui ciblent les voies de 
l'apoptose ont également été largement analysés. La surexpression d'un certain nombre 
de protéines antiapoptotiques telles que Bcl (B-cell lymphoma) et Mcl-1 (Myeloid cell 
leukemia-1), peut conduire à une résistance à la chimiothérapie. La protéine Mcl-1 est 
un membre structurellement distinct de la famille Bcl-2, et fortement exprimée à tous 
les stades de la pathologie (Leiter et al., 2000). 
Des premières études chez l'homme ont ciblé la protéine Bcl-xL et d'autres 
protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2 comme Mcl-1 à l'aide de petites molécules 
inhibitrices telles que l’Obatoclax (Nguyen et al., 2007).  ¾ Inhibition de l’angiogenèse : l'angiogenèse est un processus essentiel dans le 
développement de la plupart des tumeurs humaines, y compris les mélanomes. Plusieurs 
inhibiteurs de l'angiogenèse ont été testés chez les patients souffrant de mélanome. En 
effet certains inhibiteurs comme le sunitinib, le vatalanib et l’aflibercept ont un effet 
contre le mélanome (Chan et al., 2008 ; Cook et al., 2010 ; Tarhini et al., 2009). Le 
bevacizumab est un anticorps qui reconnaît toutes les isoformes du VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor). L’inhibition du VEGF entraîne un remodelage vasculaire 
transitoire et le retour de la normalisation de la vascularisation de la tumeur. Il en 
résulte donc une réduction de leur perméabilité, ce qui facilite l'accès des médicaments 
coadministrés. 
 
1.1.2.1.2.5. Mécanismes de résistance aux traitements 
Le mélanome reste le cancer le plus résistant aux chimiothérapies comparé aux 
autres cancers. La différence majeure entre les cellules cancéreuses mélaniques et les 
autres cellules cancéreuses est due à un organite subcellulaire appelé mélanosome, 
organite lysosomal impliqué dans la séquestration et le métabolisme des médicaments 
(Chen et al., 2009; Hearing, 2005 ).  
Plusieurs transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) ont été associés aux 
mécanismes de la MDR (MultiDrug Resistance). Ces transporteurs, exprimés dans les 
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cellules de mélanome, pourraient représenter des cibles moléculaires idéales à des fins 
thérapeutiques. Les transporteurs ABC appartiennent à une superfamille de protéines 
membranaires dont le rôle est le transport unidirectionnel de part et d'autre de la 
membrane cytoplasmique de diverses substances (ions, stérols, macromolécules...) en 
utilisant l'énergie fournie par l'hydrolyse de l'ATP (Dean and Annilo, 2005 ; Robey et al., 
2007; Szakacs et al., 2006 ). Quarante-huit protéines de transport ABC qui ont été 
identifiées à ce jour dans le génome humain, dont ABCB1, ABCC1, et ABCG2 ont été bien 
caractérisés en termes de leurs capacités pour conférer le phénotype MDR in vitro et in 
vivo, et leurs rôles potentiels dans la résistance dans un large éventail de cancers 
humains. Les protéines ABCA9 ABCB1, ABCB5, les ABCB8, les ABCC2, et ABCD1 sont 
exprimés dans les cellules de mélanome (Elliott and Al-Hajj, 2009; Szakacs et al., 2004 ). 
 
1.1.2.2. Hyperprolifération physiologique : cicatrisation 
La peau isole et protège l’organisme contre le milieu extérieur. Lorsqu’elle subit 
une brèche (plaie aiguë) ou une altération (plaie chronique), le processus de 
cicatrisation est déclenché. La cicatrisation cutanée est un phénomène naturel 
aboutissant à la restauration de la structure cutanée. La cicatrisation est divisée en trois 
grandes phases intriquées dans le temp : phase inflammatoire, phase de prolifération et 
formation de tissu et enfin la phase de remodelage tissulaire (Gurtner et al., 2008; 
Martin, 1997 ). Ces trois phases ne sont pas séparables dans le temps, par exemple la 
formation tissulaire commence alors que l'inflammation continue (Fournier and 
Mordon, 2005). Le phénomène cicatriciel est orchestré par plusieurs cytokines qui sont 
secrétées par les différentes cellules recrutées au niveau de la plaie (Gambichler et al., 
2005).  




1.1.2.2.1.1. Plaies simples 
Une plaie est une rupture de la barrière cutanée. Elle est dite simple quand elle 
est peu saignante, peu étendue et superficielle. Ces plaies sont communément appelées 
égratignures, éraflures ou écorchures. 
1.1.2.2.1.2. Plaies graves 
Une plaie est considérée comme grave quand elle est étendue, profonde et saigne 
abondamment. Ces plaies nécessitent un traitement médical urgent par un médecin. 
¾ Plaies secondaires à une brûlure : ce sont des lésions de la peau provoquées 
par la chaleur, les substances chimiques, l'électricité, les radiations et le froid. Les 
brûlures profondes, graves et étendues, sont généralement suivies de séquelles 
cicatricielles. La survenue de ces séquelles est contingente de la physiopathologie de la 
brûlure. Les séquelles cicatricielles de brûlures se développent dès lors que le derme 
profond aura été atteint. 
 
Figure ͳͳ : Brûlures par le feu et par une source de chaleur (d’après : http://plaies-cicatrisation.hug-
ge.ch/types_plaies/brulures_descriptif.html).  
 ¾ Escarres : les escarres sont parfois appelées plaie de lit ou ulcères de décubitus. 
L’escarre résulte d’une hypoxie des tissus par une pression importante et prolongée des 
vaisseaux. L’inflammation résultante et l’œdème local sont suivis par l’apparition d’une 
zone de nécrose. L’étendue et la profondeur dépendent du temps et de l’importance de 
la pression et de l’hypoxie. Plus la pression est forte, plus le temps d’apparition de 
l’escarre sera court. L’escarre peut passer par plusieurs stades de gravité différente : une 
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simple rougeur persistant plus d’une journée, une induration de la peau, une plaie plus 
ou moins profonde pouvant, dans les cas graves, atteindre les muscles ou l’os sous-
jacent. 
 
Figure ͳʹ : Escarres à différents stades (d’après http://plaies-cicatrisation.hug-
ge.ch/types_plaies/escares_descriptif.html).  
  ¾ Plaies chez les diabétiques : le diabète a des conséquences importantes sur le 
processus de cicatrisation. Les pertes de sensibilité, les troubles de la vascularisation, les 
troubles de la statique du pied font que les risques de retard et défaut de cicatrisation 
des plaies sont supérieurs chez les personnes diabétiques.  
 
Figure ͳ͵ : Plaies diverses chez des personnes diabétiques (d’après : http://plaies-cicatrisation.hug-
ge.ch/types_plaies/plaies_diabetiques_descriptif.html).  
  ¾ Plaies traumatiques : elles sont généralement définies comme des coupures, des 
lacérations ou des plaies perforantes qui ont causé des dommages à la peau et des tissus 
sous-jacents. Les plaies aiguës, les plaies de coupe et plaies pénétrantes sont les trois 
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catégories qui composent les plaies traumatiques. Une plaie aiguë survient lorsque la 
peau a été arrachée ou déchirée, et a un aspect irrégulier.  
 
Figure ͳͶ : Diverses plaies traumatiques (d’après : http://www.kci-medical.fr, http://blog.surf-
prevention.com/2009/04/06/un-surfeur-non-casque-a-pipe-dans-un-etat-critique/).   
 
1.1.2.2.2. Processus de cicatrisation 
1.1.2.2.2.1. Phase inflammatoire 
La cicatrisation commence toujours par une réponse inflammatoire, qui peut 
durer jusqu’à la phase de remodelage tissulaire. Ce phénomène inflammatoire 
commence suite au recrutement des plaquettes qui vont colmater la brèche stoppant 
ainsi le saignement. 
L’activation des plaquettes induit la sécrétion de différents médiateurs tels que le 
PDGF (platelet-derived growth factor). Ce médiateur attire et active les macrophages et 
les fibroblastes. Par ailleurs, en absence d'hémorragie, les plaquettes ne sont pas 
essentielles à la cicatrisation. Le caillot de fibrine qui se forme à la fin du processus 
d'hémostase constitue une sorte de matrice extracellulaire temporaire permettant la 
migration des cellules. La réponse inflammatoire est divisée en deux grandes phases : la 
phase d’hémostase et vascularisation et la phase cellulaire.  
L’hémostase est la première étape de la cicatrisation. Cette phase est composée 
de deux processus principaux : la coagulation et la formation d’un caillot de fibrine. A 
l’état de repos, les plaquettes ne peuvent pas adhérer à la paroi des vaisseaux, ni 
s’agréger entre elles. Après une lésion vasculaire, les plaquettes adhèrent à la matrice 
extracellulaire très riche en protéines adhésives, dont le collagène et la fibronectine. 
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Consécutivement, les plaquettes s’activent et changent de forme. Elles deviennent 
rondes, émettent des pseudopodes, sécrètent le contenu de leurs granules (le 
fibrinogène, la fibronectine, la thrombospondine et le facteur VIII) et recrutent d’autres 
plaquettes pour former l’agrégat. L’hémostase primaire indispensable pour l’arrêt du 
saignement peut donc être divisée en trois phases : l'adhésion, qui entraîne l'activation 
et, consécutivement, l'agrégation et la sécrétion plaquettaire. De plus, les cellules 
inflammatoires sont recrutées sur le site de la blessure suite à l’activation des 
plaquettes. Ces cellules inflammatoires vont en plus de leur pouvoir immunitaire jouer 
un rôle dans la formation du tissu cicatriciel. La conversion du fibrinogène en fibrine 
entraîne la formation d’un réseau de fibrine qui piégera formant ainsi un caillot fibrino-
plaquettaire. Ce caillot permet la stabilisation du clou plaquettaire et donc le colmatage 
de la brèche. Par ailleurs, la rétractation du caillot est indispensable à une bonne 
fermeture de la plaie. Le processus de fibrinolyse assure sous l’action de la plasmine la 
dégradation du caillot (Clark, 2003). Cette dégradation est essentielle pour le 
phénomène de la cicatrisation. En effet, des souris présentant une diminution de la lyse 
de la fibrine montrent des retards de cicatrisation (Romer et al., 1996). Par ailleurs, des 
études ont montré que, malgré une vitesse de cicatrisation normale, des souris 
déficientes en fibrinogène présentent des défauts du processus de réparation (Drew et 
al., 2001). La liaison de nombreuses molécules telles que les protéines plasmatiques (par 
exemple la fibronectine et la thrombosporine), les cytokines et les facteurs de croissance  
se fait grâce à la matrice de fibrine. La fibrine et le fibrinogène permettent, via des 
intégrines de surface, ou d’autres types de récepteurs membranaires par exemple VE-
cadherine (Vascular Endothelial Cadherin), I-CAM (Intercellular Adhesion Molecule), les 
interactions cellules-cellules principalement (Bennett, 2001; Martinez et al., 2001 ). La 
matrice provisoire formée avec le réseau de fibrine au niveau de la plaie permet aux 
cellules à la fois la prolifération, et la migration (Clark, 2003; Clark et al., 1982 ). La 
modulation de l’activité des monocytes et macrophages par le fibrinogène permet la 
transition entre la phase inflammatoire et la phase épithéliale de la cicatrisation (Clark, 
2001).  
Grâce à la libération de différents médiateurs au niveau du site de la lésion, des 
neutrophiles et des macrophages sont recrutés. Une chronologie d’événements 
indispensable à une bonne réparation cutanée caractérise la réponse inflammatoire 
(Singer and Clark, 1999).  
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Les polynucléaires neutrophiles sont les premières cellules à infiltrer la plaie (Ross and 
Odland, 1968). Ils forment une barrière dense contre les pathogènes. Quelques heures 
après la plaie, les neutrophiles activés par des cytokines pro-inflammatoires, comme 
l’interféron ɀȋ	ɀȌǼȽǽȋ	ȽȌ
plaie à travers les cellules endothéliales (Kim et al., 2008). De nombreuses substances 
chémotactiques (chémokines) comme la cytokine «monocyte chemoattractant protein» 
(MCP-1) et l’interleukine 8 (IL-8) augmentent la migration des lymphocytes vers la plaie 
(DiPietro et al., 1995). De plus, d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que  le TNF-Ƚ  ǯ ͳ ȋ-1) libérées par les kératinocytes lésés ou au contraire anti-
inflammatoires comme l’interleukine 10 (IL-10), contribueraient à réguler la migration 
des neutrophiles (Sato et al., 1999; Singer and Clark, 1999). D’autres produits jouent un 
rôle dans le recrutement des neutrophiles tels que l’activation du complément et les 
produits de dégradation de la fibrine. Grâce à la phagocytose, les neutrophiles éliminent 
les débris cellulaires. De plus, en relarguant de différentes substances antimicrobiennes 
les neutrophiles luttent contre les pathogènes. Les neutrophiles produisent également 
des cytokines pro-inflammatoires (comme l’IL-1, IL-6 et TNF-ȽȌ   ² 
l’origine de l’activation  des macrophages.  
Les macrophages, sur le site de la cicatrisation des plaies, se composent de deux 
populations. La première population est constituée de macrophages dits «résidents ». En 
effet, la peau normale contient des macrophages résidents à faible densité d'environ 1-2 
par mm2 (DiPietro et al., 1995). Il a été montré que les macrophages résiduels jouent un 
rôle mineur dans le processus de cicatrisation (MacDonald et al., 2010). Grâce à leurs 
fonctions immunologiques (phagocytose et cellules présentatrices d’antigène) les 
macrophages sont essentiels lors de la cicatrisation. Ils nettoient les sites de blessures 
en ingérant les débris tissulaires et phagocytant les neutrophiles encore présents 
(Leibovich and Ross, 1975). Les monocytes, de la deuxième population, activés en 
macrophages deviennent alors les cellules prédominantes pendant le reste de la phase 
inflammation. L’hypoxie ou des molécules chimiotactiques telles que des facteurs libérés 
lors de la coagulation  attirent les monocytes sur le site de la lésion(Werner and Grose, 
2003). Ces facteurs sont sécrétés par les plaquettes piégées dans le caillot de fibrine. 
D’autres cellules présentes au niveau de la plaie sont responsables de la production de 
ces facteurs. En effet, les fibroblastes et les kératinocytes hyperprolifératifs au niveau de 
la  bordure de la plaie contribuent également à l’inflammation en sécrétant notamment 
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la protéine inflammatoire des macrophages (MCP-1). Après la phagocytose, les 
macrophages sécrètent des facteurs chimiotactiques (comme la fibronectine) qui 
attirent les fibroblastes au niveau de la zone lésée. Ils jouent aussi un rôle dans 
l’angiogenès, en produisant des facteurs de croissance qui sont impliqués dans la 
formation du tissu de granulation, la prolifération et la migration cellulaire (Eming et al., 
2007). 
1.1.2.2.2.2. Phase de migration et de prolifération 
24 heures après blessure, des facteurs de croissance, principalement le VEGF et le Ⱦ-FGF (Basic Fibroblaste Growth Factor), secrété  par les cellules endothéliales et les 
macrophages activent la migration et la prolifération. Ceci entraine l’activation des 
kératinocytes qui arrêtent de proliférer et commencent leur migration à partir des 
bordures de la plaie. Ces cellules font partie soit de la couche basale de l’épiderme 
interfolliculaire, soit  du «bulge» des follicules proches de la plaie (Ito et al., 2005). Il a 
été établi que les cellules présentes dans l’épiderme interfolliculaire non lésé peuvent à 
elles seules permettre la fermeture de la plaie (Gurtner et al., 2008 ; Langton et al., 
2008). Plusieurs modifications morphologiques de ces cellules sont observées, telles 
qu’un aplatissement, un allongement et un prolongement du cytosquelette (Singer and 
Clark, 1999). Ces modifications sont dues à des remaniements moléculaires incluant des 
modifications d’expression génique et de régulation des protéines (Santoro and 
Gaudino, 2005). Des études ont montré que les kératines K6, K16 et K17, spécifiques des 
cellules hyperprolifératives, apparaissent très rapidement au niveau de la bordure de la 
plaie, alors que les kératines spécifiques des cellules différenciées (K1 et K10) voient 
leur expression fortement diminuée (Mansbridge and Knapp, 1987). Le rôle fonctionnel 
de ce changement d’expression de kératines n’est pas identifié. En effet, des souris 
privées du gène codant pour la kératine K6 ne présentent aucun défaut de cicatrisation. 
En perdant le contact matriciel et cellulaire, les kératinocytes peuvent migrer, suite à 
une altération des hémidesmosomes et desmosomes. Afin de faciliter leur migration, ces 
dégradent la fibrine du caillot et les composants de la matrice en produisant l’activateur 
de plasminogène et des métalloprotéases; de plus, ces kératinocytes dits « activés » sont 
capables de phagocyter les débris, formant ainsi de larges vacuoles dans le cytoplasme 
(Coulombe, 2003 ; Odland and Ross, 1968). Pendant leur migration, ces kératinocytes 
produisent une sorte de membrane basale provisoire. A la fin de la réépithélialisation, la  
reconstruction d’une membrane basale mature est déclenchée, sa formation commence 
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au niveau des bords de la plaie et progresse vers le centre, fixant au fur et à mesure 
l’épiderme au derme sous-jacent en même temps que la fibrine et la fibronectine 
disparaissent progressivement. 
Les facteurs de croissance libérés pendant la phase de la réépithélialisation par 
les kératinocytes ou les cellules présentes au niveau de la plaie (macrophages, 
fibroblastes) permettent la régulation de cette phase. Les cytokines pro-inflammatoires 
types IL-1 ou IL-6 et les chimiokines telles que l’IL-8 jouent un rôle essentiel dans la 
phase de ré-épithélialisation. En effet, l’IL-1 produite par les cellules inflammatoires ou 
les fibroblastes attirent d’autres cellules au niveau de la plaie. De plus cette cytokine 
induit l’expression des kératines K6 et K16 ainsi que la prolifération des kératinocytes 
(Raja et al., 2007). D’autre part des études in vitro ont montré que l’IL-8 exprimée 
fortement en bord de plaie est capable de stimuler la migration (Gillitzer and Goebeler, 
2001). Par ailleurs, l’IL-6 secrétée pas les monocytes et les neutrophiles est impliquée 
dans l’initiation de la réépithélialisation.  
Des nouveaux capillaires se forment lors de la réépithélialisation afin de pouvoir 
ravitailler en nutriments les cellulesen migration.  Le « fibroblast growth factor 2 » ȋ	
	ʹǢȾ	
	Ȍ et  le « vascular endothelial growth factor A » (VEGFA) 
sont les deux principaux facteurs de l’angiogenèse (Gurtner et al., 2008). Les 
kératinocytes et les fibroblastes produisent le VEGF alors que dès la phase 
inflammatoire,  Ⱦ	
	  libéré par les macrophages. D’autre part, les cellules 
endothéliales peuvent migrer sur le site de la blessure, mais ne prolifèrent pas. Les 
vaisseaux néoformés participent à la composition du tissu de granulation en apportant 
les nutriments et l’oxygène aux tissus environnants. 
Le tissu de granulation permet la reconstruction du derme ou fibroplasie. Les 
fibroblastes activés par les différentes cytokines présentes dans la matrice 
extracellulaire migrent et prolifèrent dans le derme en sécrétant différentes protéases 
qui dégradent le caillot et les protéines de la matrice. Durant leur migration, les 
fibroblastes synthétisent majoritairement de collagène de type III (Abercrombie et al., 
1956) l’un des constituants de la matrice. Ce collagène de type III voit sa quantité 
augmentée par rapport au collagène de type I contrairement à leur proportion dans la 
peau normale, qui est de 80 % pour la collagène de type I et 10 % du collagène  de type 
III.  L’association entre les capillaires, les macrophages, cette matrice formée et les 
fibroblastes va permettre de former un tissu conjonctif qui porte le nom de tissu de 
57 
granulation, du fait de la présence des granulations roses qui correspondent aux 
nombreux capillaires qui l’envahissent. Durant cette phase un faisceau d’actine 
responsable de générer de petites forces de traction est présent au niveau du 
cytoplasme des fibroblastes. Suite à leur activation par les macrophages, les fibroblastes 
vont se différencier en myofibroblastes contractile qui sont des acteurs importants dans 
la contraction de la blessure. Lorsque la blessure est colmatée, les myofibroblastes sont 
éliminés par apoptose (Desmouliere et al., 2005 ; Tomasek et al., 2002). 
 
1.1.2.2.2.3. Phase de remodelage 
Après fermeture de la plaie, la phase de remodelage débute par une régression du 
tissu granuleux qui peut durer des années. La contraction des plaies est achevée vers le 
21e jour et la résistance de la cicatrice à l'étirement n'atteint plus qu'environ 15% de 
celle de la peau normale (Lawrence, 1998). Enfin grâce au remodelage, cette résistance 
est augmentée de façon considérable jusqu'à 70%. La fibronectine et l’hyaluronate de 
sodium initialement nécessaires à la migration et à la prolifération cellulaire, sont 
progressivement dégradés et remplacés par le collagène, les fibres élastiques et les 
glycosaminoglycanes, constituant une matrice plus résistante aux forces de traction. Des 
cellules, telles que les polynucléaires et les macrophages, et des enzymes telles que les 
protéases synthétisées par les fibroblastes ou les macrophages (Madlener et al., 1998) 
sont essentielles pour cette étape. Pendant cette phase, la plupart des cellules entrent en 
apoptose ou migrent hors du site de la plaie (Desmouliere, 1995) pour laisser une masse 
tissulaire dont le collagène est le composé majoritaire. Le collagène de type I, plus 
résistant remplace le collagène de type III qui est dégradé progressivement (Welch et al., 
1990).  
La pression, l’âge, les forces de tension influencent la synthèse et l'organisation 
du collagène. Les cicatrices sont alors moins résistantes et moins élastiques, en partie à 
cause d’une reconstitution d'une matrice relativement désorganisée et en raison d'un 
certain déficit en élastine.  
D’autres facteurs peuvent entraver le déroulement des différentes phases de la 
cicatrisation. Ainsi, l'état physiologique, les carences alimentaires, ou aussi les infections 
pourraient être à l'origine du retard de la cicatrisation. Les cicatrices dites «  chéloïdes », 
sont des pseudotumeurs cutanées intradermiques fibreuses, exubérantes qui récidivent 
en cas d'ablation chirurgicale. Ces cicatrices surviennent après des brûlures, des 
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interventions chirurgicales, des traumatismes, ou de simples réactions inflammatoires. 
Les chéloïdes présentent lors de leur formation une activité fibroblastique excessive, 
responsable d'une production importante de fibres de collagène épaissies et hyalinisées. 
Dans d’autres cas, un retard de cicatrisation est dû à une désynchronisation des trois 
grandes phases de la cicatrisation. De nombreuses causes pourraient être à l’origine de 
cette perte de synchronisation, par exemple une carence vitaminique, une infection de la 
plaie par des microorganismes, une immunodépression, des troubles de la 
vascularisation ou de la coagulation, et l’hyperglycémie durant le diabète qui entraîne 
une hypoxie cutanée et altère les fonctions lymphocytaires. 
 
1.1.2.2.3. Prise en charge des plaies 
1.1.2.2.3.1. Pansements passifs 
Ce type de pansements (comme les compresses) n’a aucun effet sur la 
cicatrisation. Il a pour but de protéger la plaie contre l’environnement extérieur. Il 
n’ajoute rien au processus de la cicatrisation et ne crée pas de milieu humide dans la 
plaie. 
1.1.2.2.3.2. Pansements actifs 
Il existe un grand nombre de pansements et d'agents topiques pour la prise en 
charge des plaies, de ce fait le choix d’un pansement optimal n'est pas clairement défini. 
Il est établi que les pansements humides sont préférables aux pansements secs. En effets 
des études ont montré qu’un environnement humide est favorable pour une meilleure 
cicatrisation. La cause de la plaie et son aspect détermine le choix du pansement. Le 
pansement dépendra de la couleur de la plaie, la présence d’infections, la quantité 
d’exsudat présente, la profondeur la plaie, sa localisation, et de son odeur.  
 ¾ Onguents 
L'onguent se différencie de la pommade qui contient un peu d'eau. L'onguent ne 
contient pas d'eau. L’onguent devient liquide au contact d'une source de chaleur et se 
compose uniquement de cires, de graisses, de lipides mêlés à des poudres de résines 
finement broyées. Différents excipients entrent dans la composition de l'onguent. Ces 
excipients sont dérivés le plus souvent de substances végétales naturelles, solides ou 
broyées, pâteuses ou semi-liquides et liquides (huiles, baumes, résine, gommes, mêlées 
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de poudres résineuses finement broyées..) ou animales (miel, cire, graisse animale...). 
Des substances exotiques ou des aromates sont aussi ajoutés (myrte, épices, safran et 
cannelle). 
 ¾ Pansements à base d’alginate 
Le composant principal de ce type de pansement est un polysaccharide insoluble 
dans l'eau semblable à la cellulose, extrait d'algues. L’alginate est très absorbant et peut 
absorber jusqu'à 20 fois son propre poids en liquide, ce qui lui permet d'absorber 
efficacement l'écoulement de la plaie et d'augmenter la durée de vie du pansement 
(Kolambkar et al., 2011 ; Opasanon et al., 2010 ; Trial et al., 2010 ). La plaie donc est 
isolée dans un milieu hypooxygéné ce qui va induire une accélération de la prolifération 
de nouveaux vaisseaux capillaires, améliorant ainsi la régénération des cellules 
épithéliales. Du fait de leurs propriétés hémostatiques, les pansements aux alginates 
semblent être les plus couramment utilisés (Groves and Lawrence, 1986; Lyall and 
Sinclair, 2000 ). 
 ¾ Pansements hydrocolloïdes 
Constitués d’un polymère hydrophobe intégrant des particules hydrophiles 
(gélatine, pectine ou carmellose). Les particules forment un gel absorbant l’exsudat et 
peut-être aussi des bactéries en cas de contact avec les sécrétions de la plaie. Les 
pansements hydrocolloïdes ont un pouvoir d’absorption modéré et sont couverts sur la 
face externe avec une couche en polyuréthane perméable à l’air, mais étanche aux 
liquides et aux germes. Ces pansements imperméables fournissent un environnement 
optimal pour la cicatrisation des plaies. Ces pansements sont très efficaces dans la 
guérison des plaies chroniques. Ils sont souvent utilisés pour garder les plaies humides, 
ce qui permet la réépithélialisation. Le pansement contribue également au nettoyage des 
débris et protège la plaie en créant une barrière bactérienne et virale (Nelson and 
Bradley, 2003).  
 ¾ Hydrofibres 
Ces pansements ont une capacité de rétention de l'humidité.  Ils se composent de 
fibres non tissées de carboxyméthylcellulose de sodium par exemple. Ces fibres forment 
un gel au contact de l'exsudat de la plaie ce qui favorise un environnement humide pour 
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une meilleure cicatrisation. Les hydrofibres contribuent aussi à protéger la peau 
périlésionnelle en réduisant le risque de macération (Robinson, 2000).  
 ¾ Hydrogels 
Les hydrogels sont constitués de polymères hydrophiles susceptibles de retenir 
et de libérer de l’eau. Ceci permettra l’hydratation des plaies sèches et l’élimination des  
tissus nécrotiques. Les hydrogels ont un pouvoir d’absorption limité et leur effet 
rafraîchissant calme la douleur. Certains hydrogels sous forme de plaques peuvent 
contenir au niveau de leur face externe une couche de polyuréthane perméable à l’air, 
mais étanche aux liquides et aux germes. 
 ¾ Pansements hydrocellulaires 
Constitués d’un coussin de mousse à cellules ouvertes (généralement du 
polyuréthane) avec un grand pouvoir d’absorption du liquide de la plaie, des débris 
tissulaires, du pus et des tissus nécrotiques. Les pansements hydrocellulaires sont 
couverts sur la face externe avec une couche de polyuréthane perméable à l’air, mais 
étanche aux liquides et aux germes. Une couche de contact non adhérente évite 
l’adhésion à la plaie et la macération des bords de la plaie. 
 ¾ Pansements au charbon et aux ions argent  
Les pansements au charbon sont constitués de différents supports contenant en 
plus du charbon actif. Le charbon absorbe les molécules responsables des mauvaises 
odeurs, les exsudats des plaies et fixe les bactéries. Il est souvent associé aux ions argent, 
qui contrairement aux antibiotiques, interfèrent avec plusieurs composants des 
bactéries, ils induisent des perturbations de l'intégrité des membranes bactériennes, la 
chaîne respiratoire, les activités enzymatiques bactériennes ainsi que la prolifération 
(Bjarnsholt et al., 2007; Lansdown, 2002 ). De plus, l'ion argent est connu pour diminuer 
l'adhérence bactérienne (Chaw et al., 2005).  
 ¾ Les films 
Il s’agit de films de polyuréthane semi-perméables. Ces pansements ne sont ni 
absorbants, ni adhérents à la plaie. Ils sont transparents, permettant un contrôle visuel 
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de la plaie. Ils sont particulièrement indiqués au stade de la réépidermisation, pour les 
sutures, les brûlures ou les escarres superficielles et en pansement secondaire. 
 ¾ Pansements « modernes »  Pansements au collagène 
Ce type de pansement permet de créer une interface entre la surface de la plaie et 
l'environnement, qui est imperméable aux bactéries (Park et al., 2003). De plus les 
pansements au collagène sont faciles à appliquer, non immunogènes et 
hypoallergéniques. Le collagène stimule la guérison des plaies en favorisant le dépôt et 
l'organisation des fibres néoformées et le tissu de granulation dans le lit de la plaie 
créant ainsi un bon environnement pour la cicatrisation des plaies. Non seulement il 
favorise l'angiogenèse, mais il renforce également les mécanismes de réparation, réduit 
la perte de fluide, facilite la migration des fibroblastes dans la plaie (Lazovic et al., 2005; 
Park et al., 2003 ).  
  Pansements aux facteurs de croissance 
Le facteur de croissance épidermique (EGF) est le facteur de croissance le plus 
utilisé en pansement. L’EGF joue un rôle important dans le processus de cicatrisation, en 
particulier la stimulation de la prolifération et la migration des kératinocytes 
(Barrandon and Green, 1987). L’application en topique de l’EGF permet une cicatrisation 
rapide (Franklin and Lynch, 1979). D’autres études ont montré qu’un apport exogène de 
l’EGF favorise l'expression de l’EGF endogène, induisant ainsi une cicatrisation accélérée 
(Repertinger et al., 2004 ; Tanaka et al., 2005). Cependant, malgré ces avantages, L'EGF 
n’est pas à l'heure actuelle largement utilisé en pratique clinique pour un certain 
nombre de raisons (Eriksson and Vranckx, 2004). En effet, Tanaka et al. ont montré que, 
pour le traitement des plaies, l’EGF doit être présent sur la plaie en continu et à une 
concentration suffisante pour atteindre des résultats optimaux (Tanaka et al., 2005).  
  Pansements à base de l’hyaluronate de sodium 
L’hyaluronate de sodium (HA) est un polysaccharide commun à la plupart des 
espèces, y compris les bactéries et les mammifères. Le hyaluronate de sodium est un 
constituant physiologique de la matrice provisoire lors de la cicatrisation cutanée et joue 
un rôle essentiel dans la cicatrisation cutanée au niveau cellulaire. Pendant longtemps le 
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hyaluronate de sodium a été utilisé dans la cicatrisation pour ses propriétés 
d’absorption d’eau qui favorise un environnement favorable à la  cicatrisation. 
Actuellement le hyaluronate de sodium est utilisé en topique dans la cicatrisation des 
plaies difficiles (Ortonne, 2001). Plusieurs types de pansements contenant du 
hyaluronate de sodium extrait de la crête de coq ont été récemment mis sur le marché. 
Ils se présentent sous la forme d’un film destiné plus particulièrement aux plaies 
superficielles de types dermabrasion, laser, ou d’une compresse destinée aux plaies 
chroniques. Ces pansements sont complètement absorbés dans la plaie au bout de 
quelques jours (exemple Ialuset® HA à 0,2%). 
 
1.1.2.2.3.3. Autres traitements 
 ¾ Bains thermaux ou crénothérapie 
Ce traitement fait partie des soins chez les brulées graves depuis plus de 40 ans. 
Le premier traitement des cicatrices de brûlures par crénothérapie a vu le jour à Saint-
Gervais (France) en 1959. Hardy et Many ont mis en évidence l’effet  de cette technique 
sur le prurit qui accompagne les phénomènes de cicatrisation chez les brûlés. 
En France, cette thérapie fait l’objet d’un consensus de la part des professionnels 
de la brûlure. La Caisse Nationale d’Assurance Maladie a admis depuis plusieurs années 
son utilité puisqu’il s’agit de la seule indication thermale ouvrant droit au 
remboursement de deux cures par an. Ses indications se sont élargies ensuite aux 
cicatrices de toute origine, pour peu qu’elles soient hypertrophiques, inflammatoires 
et/ou prurigineuses. 
 ¾ Asticothérapie 
Ou larvothérapie, désigne le soin apporté à une blessure des tissus mous par les 
asticots de la mouche verte (Lucilia sericata). Ces asticots, tout en désinfectant les plaies 
sans usage d’antibiotiques, ont la propriété de ne consommer que les tissus nécrosés et 
de faciliter la cicatrisation des tissus en stimulant la production de tissus cicatriciels. La 
cicatrice issue d’une asticothérapie pourrait être plus petite, car le tissu de granulation 
est de meilleure qualité et la prolifération est plus rapide (Sherman and Pechter, 1988). 
La Malaisie est le premier pays à adopter l’asticothérapie (Mohd Masri et al., 2005). Dans 
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l’Asie du sud, ce traitement est progressivement adopté par les hôpitaux locaux et les 




1.2. RECEPTEUR P2X7 
1.2.1. Généralités sur le récepteur P2X7 
Les récepteurs P2 appartiennent à une famille diversifiée de protéines 
membranaires qui peuvent être divisée en deux sous-types de récepteurs : les P2X qui 
sont des canaux cationiques et les récepteurs P2Y qui sont couplés à des protéines G 
hétérotrimériques (Abbracchio and Burnstock, 1994). À ce jour, sept gènes de 
récepteurs P2X et huit pour les récepteurs P2Y ont été clonés et caractérisés dans une 
variété de cellules et de tissus (Burnstock and Kennedy, 1985; Sak and Webb, 2002). 
Parmi les sous-types de récepteurs P2X, le récepteur P2X7 a acquis une reconnaissance 
de premier plan en tant que régulateur des maladies inflammatoires (Lister et al., 2007). 
Le récepteur P2X7 est exprimé dans de nombreux types cellulaires, notamment dans les 
cellules immunitaires, où l'activation par l'ATP augmente la libération de cytokines pro-
inflammatoires et apoptotiques (Ferrari et al., 2006; Pelegrin and Surprenant, 2006). Le 
récepteur P2X7 a d'abord été cloné à partir de cerveau de rat (Surprenant et al., 1996), 
ensuite il a été identifié dans les cellules microgliales et au niveau des astrocytes 
(Ballerini et al., 1996 ; Brandle et al., 1998; Ferrari et al., 2006 ). 
 
1.2.1.1. Agonistes 
Le récepteur P2X7 nécessite de fortes concentrations d'ATP (> 0,1 mM) pour 
l'activation. Le ligand synthétique le 2,3-(benzoyl-4benzoyl)-ATP (BzATP) est un 




1.2.1.2.1. Cations divalents 
L'inhibition fonctionnelle du récepteur P2X7 par les cations divalents a été mise 
en évidence immédiatement après son clonage (Surprenant et al., 1996). Le calcium, le 
magnésium, le zinc et le cuivre sont des inhibiteurs puissants du récepteur P2X7 chez le 
rat avec des concentrations inhibitrices 50% respectivement de 2900, 500, 11 et 0,5µM 
(Virginio et al., 1997). Deux hypothèses ont été évoquées pour expliquer cette inhibition. 
La première est que les cations divalents  interagissent avec les charges négatives de 
65 
l’ATP, l’empêchant ainsi de se fixer sur le récepteur (Steinberg and Silverstein, 1987). La 
deuxième est que les cations vont interagir avec les résidus histidine du récepteur 
bloquant de façon allostérique la fixation des activateurs (Acuna-Castillo et al., 2007).    
 
1.2.1.2.2. Autres 
Deux composés porteurs de fonction aldéhyde, le pyridoxal-phosphate-6-
azophenyl-2 ', 4'-disulfonique (PPADS) et l’ATP oxydé en position 2’ et 3’(oATP), sont 
connus comme des antagonistes des récepteurs P2X7. Le PPADS a été initialement 
présenté comme un inhibiteur des récepteurs de la famille P2 (Lambrecht et al., 1992), 
ensuite des études ont montré qu’il est 10 à 20 fois plus sélectif pour les récepteurs P2X 
que les récepteurs P2Y. L’oATP a été proposé à l'origine comme un antagoniste sélectif 
des récepteurs P2X7 présents au niveau des macrophages (Murgia et al., 1993). 
L'inhibition par l'oATP est irréversible et nécessite une période d'incubation prolongée 
(1-2 h). Cet antagoniste a également des effets inhibiteurs sur les récepteurs P2X1 et 
P2X2 (Evans et al., 1995). Le Brillant Blue G (BBG) est un analogue du colorant 
alimentaire FCF. Le BBG est un antagoniste sélectif du récepteur P2X7 couramment 
utilisé. Son innocuité et sa grande sélectivité font du BBG un candidat idéal pour bloquer 
les effets négatifs de l’activation du récepteur P2X7 (Jiang et al., 2000 ; Peng et al., 2009; 
Remy et al., 2008 ; Wang et al., 2004c ). Le BBG inhibe également l’entrée de la sonde YO-
PRO-1 et le bourgeonnement de la membrane cellulaire. L'inhibition du récepteur P2X7 
avec le BBG est non compétitive, elle passe par une modulation allostérique du site de 
fixation de l’agoniste similaire à l’action des cations divalents tels que Cu2+ et Mg2+ (Li et 
al., 1997 ; Virginio et al., 1997). 
 
1.2.1.3. Localisations subcellulaires du récepteur P2X7 
 
1.2.1.3.1. Membrane plasmique 
Les radeaux lipidiques sont des domaines membranaires riches en cholestérol et 
sphingolipides et impliqués dans un certain nombre de processus cellulaires. Ces 
domaines contiennent des récepteurs transmembranaires importants dans la 
signalisation cellulaire, le trafic des vésicules (Parton and Simons, 2007). Les cavéoles 
font partie de ces microdomaines, ce sont des invaginations au niveau de la membrane 
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plasmatique de 50 à 100 nm de diamètre, que l'on retrouve dans différents types 
cellulaires dont la composante principale est la cavéoline-1 (Cav-1) (Razani et al., 2002). 
Des études indiquent que les membres de la famille P2X, en particulier le P2X7, sont 
présents dans les radeaux lipidiques (Barth et al., 2007; Garcia-Marcos et al., 2006b ; 
Vacca et al., 2004 ). La Cav-1 module l'activité et la distribution des récepteurs P2X 
(Barth et al., 2007; Garcia-Marcos et al., 2006b ). En effet, chez des souris génétiquement 
modifiées pour ne pas exprimer la Cav-1, l’expression du récepteur P2X7 est diminuée 
par rapport aux souris sauvages. 
 
1.2.1.3.2. Membrane nucléaire 
D’autres études ont montré que le récepteur P2X7 est également exprimé au 
niveau de la membrane nucléaire. Menzies et al. ont mis en évidence la présence du 
récepteur P2X7 au niveau de la membrane nucléaire des cellules musculaires lisses 
(Menzies et al., 2003).   
 
1.2.1.4. Fonctions cellulaires du récepteur P2X7 
Il est difficile d’associer une seule voie de signalisation au récepteur P2X7. Dès 
son clonage, l’activation du récepteur a été liée à une modification du potentiel 
membranaire de la cellule (Surprenant et al., 1996). Du fait de sa localisation 
membranaire, le récepteur P2X7 est lié aux protéines du cytosquelette comme l’actine, 
et la tyrosine-phos ȋȾȌ   ² ±  ± 
rétrocontrôle de ce récepteur (Kim et al., 2001). Le récepteur P2X7 a également été mis 
en évidence dans d’autres voies de signalisation. En effet, le récepteur P2X7 active la 
protéine GTPase Rho qui peut activer à son tour la phospholipase D et les kinases 
effectrices de Rho (ROCKs) (el-Moatassim and Dubyak, 1992; Humphreys and Dubyak, 
1996; Verhoef et al., 2003). L’activation de la phospholipase A2 (PLA2)  et du NF-Ɉ
également été liée à une activation des récepteurs P2X7 (Aga et al., 2002; Ferrari et al., 
1997b ). L’activation des récepteurs du P2X7 induit la formation réversible d’un canal 
ionique, perméable aux ions Ca2 +, Na+ et K+. Ce flux ionique provoque des changements 
des concentrations intracellulaires en potassium conduisant à l’activation de la caspase-
1 et la libération de la cytokine pro-inflammatoire, l'IL-ͳȾ (Ferrari et al., 2006; 
Kahlenberg and Dubyak, 2004 ; Sanz and Di Virgilio, 2000 ). L'augmentation de la 
concentration d'IL-ͳȾ ± ̵  -synthase, cyclooxygénase-2 et le 
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 	Ƚ(Burnstock, 2006; Parvathenani et al., 2003 ; Samad et al., 
2001 ; Woolf et al., 1997 ). L'activation de la caspase 3 a également été liée à l'activation 
des récepteurs P2X7 et peut être à la base des mécanismes cytolytiques, suite à la 
formation de pores. Par ailleurs, des études ont montré que les voies des mitogen 
activated protein kinases (MAPKinases) sont également modulées par l’activation des 
récepteurs P2X7 (Aga et al., 2002; Armstrong et al., 2002). Au niveau des astrocytes 
humains, les récepteurs P2X7 régulent positivement la voie Erk1/2 (extracellular signal-
regulated kinases) (Gendron et al., 2003).  
D’autres équipes ont montré que l’activation du récepteur P2X7 induit des 
changements morphologiques des cellules caractérisés par l’apparition de bourgeons au 
niveau de la membrane plasmique (blebbing) (MacKenzie et al., 2001; Verhoef et al., 
2003)  ainsi qu’une formation de pore cytolytique qui permet l’entrée de molécules 
allant jusqu’à 900Da, comme le YO-PRO-1 (Smart et al., 2003; Surprenant et al., 1996). 
Cette capacité de formation de pore est due à l’extrémité C-terminale du récepteur 
(Rassendren et al., 1997). Le récepteur P2X7 est également associé à plusieurs 
molécules jouant un rôle dans la régulation de la formation du pore cytolytique telles 
que la pannexine-1 (Panx1) et la myosine non musculaire (NMM) (Gu et al., 2009a; 
Pelegrin and Surprenant, 2006 ). Il a été montré, d’une part, que la Panx1 est 
indispensable à la formation du pore cytolytique et à l’entrée des sondes fluorescentes, 
d’autre part, Gu et al. ont montré que la fixation de l’ATP extracellulaire au niveau du 
récepteur P2X7 induit la dissociation de la NMM régulant ainsi la formation du pore (Gu 
et al., 2009a; Iglesias et al., 2008; Pelegrin, 2011). La formation du pore cytolytique est 
un mécanisme très complexe. Pelegrin a proposé un modèle d’activation du récepteur 
P2X7 conduisant à la formation du pore (figure 15). Au repos, le récepteur P2X7 est sous 
forme d’un trimère symétrique, le pore est fermé et le canal est associé à la protéine 
NMM et la pannexine-1. La fixation de la première molécule d'ATP au récepteur entraîne 
un changement conformationnel induisant l’asymétrie du récepteur. La deuxième 
molécule d'ATP induit l’ouverture du canal ionique. La liaison de la troisième molécule 
d'ATP restaure la symétrie du récepteur et permet au pore de se dilater. Cette nouvelle 
conformation entraîne la dissociation de la protéine NMM et Panx1 du récepteur P2X7, 





Figure ͳͷ : Schéma de l’ouverture du pore cytolytique P2X7 (adapté de Pelegrin, Br J Pharmacol) 
 
1.2.2. Conséquences biologiques de l’activation du récepteur 
1.2.2.1. Implications dans la dégénérescence cellulaire 
Le récepteur P2X7 est souvent décrit comme récepteur cytolytique. En effet,  
l’activation des récepteurs P2X7 entraîne un bouleversement massif de l'homéostasie 
des ions cytoplasmiques. Le pore formé reste ouvert tant que l'ATP est liée. Si la 
stimulation par l’ATP est prolongée (plus de 15-30 minutes dans la plupart des cellules), 
les cellules deviennent irréversiblement endommagées et s’engagent dans les voies de 
mort (North, 2002). De nombreuses pathologies dégénératives sont liées à une 
activation massive du récepteur P2X7 dans les foyers inflammatoires.  
 
1.2.2.1.1. Pathologies neurodégénératives 
La neurodégénérescence est à l’origine de plusieurs troubles neurologiques, y 
compris l'ischémie et le traumatisme cérébral, la sclérose en plaques, la maladie 
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie de Huntington. La 
neuroinflammation joue un rôle important dans l'apparition et la progression de la 
pathologie. Le récepteur P2X7 est fortement exprimé dans les macrophages, les 
monocytes et joue un rôle important dans le système immunitaire inné. Dans le système 
nerveux central (SNC), le P2X7 a été mis en évidence au niveau des microglies, cellules 
macrophagiques résidentes du cerveau.  
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L’activation du récepteur induit un relargage de l'interleukine-ͳȾȋ-ͳȾȌ(Ferrari 
et al., 1997a ; Ferrari et al., 1997b). L’IL-ͳȾ   ± ±  
neurodégénérescence (Allan and Rothwell, 2001), le récepteur P2X7 peut affecter la 
mort neuronale par leur capacité à réguler la libération d'IL-ͳȾǤ±
rat soufrant d’une lésion médullaire ont mis en évidence une concentration élevée d’ATP 
au niveau des zones entourant la lésion traumatique. L’administration d’un antagoniste 
du récepteur P2X7 réduit la mort cellulaire et améliore la récupération des fonctions 
cellulaire dans la zone péritraumatique (Wang et al., 2004a). D’autre part Peng et al ont 
montré qu’une inhibition du récepteur P2X7 protège les neurones d’une excitotoxicité et 
diminue l’inflammation locale (Peng et al., 2009). 
Par ailleurs, le récepteur P2X7 est surexprimé au niveau des plaques séniles dans 
la maladie d’Alzheimer (McLarnon et al., 2006; Parvathenani et al., 2003 ) et peut 
déclencher le clivage protéolytique des protéines membranaires. In vivo, le peptide Ã Ⱦǡ ±    ±ǡ déclenche l'augmentation du calcium 
intracellulaire, le relargage de l’ATP, la sécrétion de IL -ͳȾ et augmente la 
perméabilisation de la membrane plasmique. Ces observations n’ont pas été mises en 
évidence chez des souris KO pour le récepteur P2X7 (Sanz et al., 2009).  
Récemment, l'augmentation de l'expression et l’activation du récepteur P2X7 
dans les terminaisons synaptiques a été mises en évidence au niveau des  cerveaux de 
souris modèles pour la maladie de Huntington (HD), ce qui suggère qu’une anomalie 
d’expression du récepteur P2X7 induit une dérégulation synaptique et la mort des 
cellules neuronales contribuant ainsi à la pathogenèse de la maladie d’HD (Diaz-
Hernandez et al., 2009).  
 
1.2.2.1.2. Cancer 
 Des études récentes ont mis en évidence une diminution de l’expression du 
récepteur P2X7 au niveau des cellules cancéreuses, ce qui expliquerait leur résistance 
aux mécanismes d’apoptose (Feng et al., 2005 ; Fu et al., 2009; Wang et al., 2005 ).  
 
1.2.2.2. Implications dans la prolifération cellulaire 
Il semblerait que le récepteur P2X7 soit essentiel dans certains mécanismes de 
prolifération cellulaire. Plusieurs auteurs ont proposé que l'ATP extracellulaire pourrait 
être un médiateur de la prolifération cellulaire (Huang et al., 1989 ; Neary et al., 1999). 
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Dans leur étude, Baricordi et al. ont montré sur des lymphocytes T périphériques 
exprimant le récepteur P2X7 qu’une inhibition de ce récepteur diminue la prolifération 
(Baricordi et al., 1996). La même équipe a pu mettre en évidence que le récepteur P2X7 
induit la prolifération cellulaire même en absence de facteurs de croissance. Il 
semblerait que, en cas de privation de facteurs de croissance, les cellules transfectées 
avec le récepteur P2X7 augmentent leur production d’ATP induisant ainsi l’activation du 
récepteur P2X7 qui stimulerait la prolifération cellulaire (Baricordi et al., 1999).  La 
diminution de l’expression du récepteur P2X7 réduit le niveau basal du Ca2+ dans les 
cellules embryonnaires de la microglie, ceci ralentit la progression du cycle cellulaire, 
inhibe la prolifération cellulaire, mais n’a aucun effet sur le taux des cellules mortes 
(Bianco et al., 2006). Bien que la génération d'un messager intracellulaire soluble tel que 
le Ca2+ soit le mécanisme le plus probable à l’origine des effets du récepteur P2X7 sur la 
prolifération, il ne peut pas être exclu que des interactions directes du récepteur P2X7 
avec les protéines intracellulaires importantes pour la prolifération cellulaire soient 
indispensables (Kim et al., 2001). Des études sont nécessaires pour préciser si les rôles 
opposés du récepteur P2X7 (mort cellulaire et prolifération cellulaire) pourraient 
dépendre de la localisation différente du récepteur au niveau de la membrane cellulaire.  
Par ailleurs, le récepteur P2X7 a été mis en évidence dans des mécanismes de 
réparation tissulaire. En effet, le relargage de l’ATP par des cellules de la cornée au 
moment de la blessure active le récepteur P2X7 et joue un rôle important dans la 
fermeture de la plaie. L’activation du récepteur P2X7 par le BzATP induit une entrée 
massive du Ca2+ et stimule la migration cellulaire (Mankus et al., 2011 ; Mayo et al., 
2007). D’autre part, en l'absence du récepteur P2X7, l'expression des protéines dans 
l'épithélium cornéen est modifiée et la cicatrisation des plaies est compromise. La perte 
de récepteur donne lieu à des changements morphologiques dans le stroma, y compris 
des changements dans l'alignement des fibrilles de collagène, une diminution de 
l'expression du collagène (Mayo et al., 2008). 
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1.3. HYALURONATE DE SODIUM 
Dans notre étude, nous nous sommes focalisée sur l’hyaluronate de sodium, l’un 
des glycosaminoglycanes les plus abondants dans la matrice extracellulaire. La matrice 
extracellulaire est un ensemble de macromolécules secrétées par les différentes cellules 
dans l’espace intercellulaire. Elle est composée, d’entre autres de glycosaminoglycanes 
(GAG). Les GAG confèrent les propriétés physico-chimiques à la matrice extracellulaire 
et par conséquent contribuent à la rigidité, la résistance des tissus. Les GAG ont une forte 
capacité de rétention d'eau interstitielle. D'autre part, ces groupes de macromolécules 
caractérisés par un « turnover » rapide organisent  le réseau de collagène et contribuent 
à la signalisation de l'environnement, en modulant l'activité des facteurs diffusibles dans 
la MEC. Les signaux transmis entre la MEC et les cellules modulent l’adhésion, la 
migration ainsi que la prolifération cellulaire. En effet, des études récentes ont montré 
que les matrikines, produits de dégradation des éléments de la MEC, sont capables de 
contrôler l'invasion tumorale et la dissémination métastatique (Maquart, 2012; 
Monboisse et al., 2012 ). D’autre part, des études ont montré le rôle du hyaluronate de 
sodium dans la prolifération et la migration cellulaire (Toole, 2004) 
 
1.3.1. Généralités sur le hyaluronate de sodium 
Du grec hyalos (vitreux) et uronique car il a été isolé pour la première fois dans 
l'humeur vitrée et possède un haut taux d'acide uronique, l’hyaluronate de sodium (HA) 
est un biopolymère naturel isolé pour la première fois dans l’humeur vitrée de l’œil de 
bœuf (Meyer and Palmer, 1934). Le HA est une molécule largement utilisée en 
ophtalmologie dès les années 70 et en rhumatologie depuis 1980. Actuellement, le HA 
est aussi utilisé en cosmétologie et en chirurgie esthétique. 
Le HA est un composé ubiquitaire et prédominant de l’espace péricellulaire et 
extracellulaire chez les vertébrés. Il est également présent  chez quelques bactéries et 
mis en évidence chez un seul type de virus (Parameccium bursaria chlorella virus). Ce 
biopolymère est abondant au niveau de la peau, l’humeur vitrée, le liquide synovial, le 
cordon ombilical et le liquide amniotique. La concentration du HA est de 15 à 150 µg/g 
dans les tissus pulmonaires, 200 µg/g dans l’humeur vitrée de l'œil, 500 µg/g dans la 
peau, et 1400-3600 µg/g dans le liquide synovial.        
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1.3.1.1. Propriétés physico-chimiques 
Le HA est un biopolymère formé d’une succession de disaccharides (l’acide D-
glucuronique et la D-N-acétylglucosamine) liés entre eux pas des liaisons glycosidiques ± Ⱦ-ͳǡͶ  Ⱦ-1,3 (Weissman and Meyer, 1954). Le HA est le seul 
glycosaminoglycane physiologique non sulfaté et linéaire (Toole, 2004). Dans un milieu 
aqueux, le HA prend l’allure d’une hélice stabilisée par des liaisons hydrogène (Winter et 
al., 1975). A fortes concentrations d’HA, les hélices forment un réseau moléculaire 
pouvant contenir une grande quantité d’eau. En effet, le HA est capable d’absorber 1000 
fois son poids en eau ce qui lui permet d’être résistant à des pressions considérables. 
Cette viscosité a été mise en évidence dans les liquides biologiques tels que le liquide 
synovial et l’humeur vitrée. La viscosité de le HA lui confère le rôle d’une barrière de 








Le HA est synthétisé par un certain nombre de cellules, telles que les fibroblastes, 
les cellules synoviales, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. Chez 
les mammifères, le HA est normalement synthétisé dans le cytoplasme, à la différence 
des autres glycosaminoglycanes (chondroïtine sulfate, l'héparane sulfate, et le kératane 
sulfate) qui sont synthétisés dans l’appareil de Golgi. Les hyaluronan-synthases (HAS) de 
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types 1, 2, 3 sont à l’origine de la synthèse du HA. Les HAS alternent à la fois de l'acide 
glucuronique (GlcUA) et de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et forment ainsi une chaine 
linéaire de glycosaminoglycanes (Weigel and DeAngelis, 2007). Après activation de 
l’enzyme au niveau du cytoplasme, l’HAS se fixe à ses substrats cytoplasmiques, l’UDP-
glucuronate (UDP-glcUA) et l'UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GlcNAc) dérivés du GlcUA 
et du GlcNAc respectivement et les ajoute en alternance à l'extrémité réduite de la 
chaîne (Prehm and Schumacher, 2004). 
Les HAS sont des enzymes liées à la surface interne de la membrane plasmique 
(Watanabe and Yamaguchi, 1996). Les trois isoformes d’HAS n’ont pas les mêmes 
propriétés et diffèrent dans leur distribution tissulaire (Itano et al., 1999), et pourtant 
elles sont similaires dans les séquences d'acides aminés et structures moléculaires 
(Spicer and McDonald, 1998). En effet l’HAS-3 est à l’origine des HA de courtes chaines 
(250 kDa) contrairement aux HAS-1 et -2 qui synthétisent des HA de longues chaines 
(2.103kDa) (Itano et al., 1999).  La synthèse du HA est indispensable au développement 
embryonnaire et une inactivation du HAS-2 est fatale pour des embryons de souris, alors 
qu’une inactivation d’HAS-1 et -3 n’est pas fatale, ce qui suggère que HAS-2 est 
indispensable pour la biosynthèse du HA durant le développement embryonnaire 
(Camenisch et al., 2000 ; Tien and Spicer, 2005).  Chez l’adulte, la synthèse du HA est 
stimulée suite à une plaie ou durant l'inflammation, donc l’expression des HAS est 
soumise à l’action de plusieurs cytokines et facteurs de croissance tels que le PDGF 
(Evanko et al., 2001 ; Jacobson et al., 2000) le FGF-2 (Shimabukuro et al., 2011), le KGF 
(Karvinen et al., 2003) et l'interleukine-ͳȾ ȋǯ-ͳȾȌ (Suzuki et al., 2003). Une 
augmentation de l’expression des HAS est souvent observée au cours de la progression 
des cellules malignes, en particulier dans les nids de cellules cancéreuses et sur les bords 








L’organisme humain contient environ 15 g d’HA dont 5 g sont renouvelés chaque 
jour.  Le HA a un taux de renouvellement très rapide, sa demi-vie est estimée à 5 minutes 
(Fraser et al., 1997). Dans la peau, qui est le tissu le plus riche en HA, la demi-vie du HA 
est de l’ordre de 24 à 48 heures (Stern, 2003).  In vivo, HA est dégradé par l'action des 
radicaux oxygénés ou par l’action des hyaluronidases.  
 
1.3.1.3.1. Dégradation enzymatique 
La famille des gènes humains Hyal comprend HYAL-1, HYAL-2, HYAL-3 HYAL-4, 
HYALP1 et PH-20 (SPAM-1 sperm adhesion molecule1) (Csoka et al., 2001 ; Stern and 
Jedrzejas, 2006). HYAL1 et HYAL2 sont exprimées de façon ubiquitaire et sont 
considérés comme les principales enzymes de dégradation des HA dans les tissus 
somatiques (Lepperdinger et al., 2001; Lepperdinger et al., 1998 ). Dans un premier 
temps, HYAL2 clive les longues chaînes du HA en HA de taille intermédiaire. La dernière 
étape de dégradation du HA se fait grâce à l’HYAL1 qui dégradu HA en monosaccharides 
(Stern, 2003). L’association de trois grands acteurs, le CD 44 (récepteur du HA), l’HYAL-
2 et la pompe à protons H+/Na+ (NHE) est à l’origine du catabolisme du HA. Le 
microenvironnement acide est essentiel à la dégradation du HA. Cet environnement est 
créé à la surface de la cellule au niveau des domaines bien spécifiques de la membrane 
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dits "radeaux lipidiques" (Bourguignon et al., 2004). Après sa fixation sur le CD44, le HA 
de longue chaîne est clivé par l’HYAL-2(Stern, 2003 ; Stern, 2004) en fragments 
d’environ 20 kDa (Lepperdinger et al., 1998). Ces fragments sont dirigés vers les 
endosomes, puis vers les lysosomes dans lesquels ils vont être clivés grâce à l’action de 
l'enzyme lysosomale HYAL-1.  
 
 
Figure 18 : Schéma du processus de la dégradation enzymatique du hyaluronan de sodium (d’après
Coradini, Cancer Therapy)  
 
1.3.1.3.2. Dégradation chimique 
Une partie d’HA est dégradée par des molécules instables, exemple les espèces 
réactives de l'oxygène (ERO) (Soltes et al., 2005 ; Stern et al., 2007). Les proportions du 
catabolisme du HA par les réactions de clivage enzymatique ou par  l'oxydation n'ont pas 
été établies. Ces proportions peuvent varier considérablement, en fonction de la 
situation physiologique. Par exemple au début d’une réaction inflammatoire, la réaction 
enzymatique associée à la myéloperoxydase des neutrophiles peut être un facteur 





1.3.1.4. Récepteurs du hyaluronate de sodium 
 
1.3.1.4.1. Le récepteur CD44 
Les CD sont connus en tant que marqueurs cellulaires en immunophénotypage. 
Le CD44 est considéré comme le récepteur le plus connu des HA. Il s'agit d'une 
glycoprotéine transmembranaire codée par un gène comprenant 20 exons (Ponta et al., 
2003). Le CD44 est présent sous une grande variété d'isoformes, issus d'épissage 
alternatif de 10 exons (Screaton et al., 1992). L’isoforme standard du CD44 dit « CD44S » 
est l'isoforme formée sans exons variables (Sherman et al., 1994). Les exons variables 
sont tous insérés dans l’extrémité extracellulaire à proximité du site d'insertion 
membranaire. Les variations de la structure du CD44 sont aussi dues à des 
glycosylations post-traductionnelles (Lesley et al., 1993). Tous les membres de la famille 
CD44 contiennent un module de liaison NH-terminal par lequel ils peuvent se lier au HA 
(Banerji et al., 2007; Teriete et al., 2004 ). Toutefois, la capacité du CD44 à lier le HA 
varie selon le type cellulaire, la variante d'épissage alternatif, les modifications post-
traductionnelles, interactions avec le cytosquelette et l'agrégation de CD44 (Lesley et al., 
2000 ; Teriete et al., 2004 ; Thorne et al., 2004). Le CD44 est largement distribué, il est 
présent sur pratiquement toutes les cellules, à l'exception des globules rouges. 
Le CD44 joue un rôle dans le recrutement des leucocytes aux sites 
d'inflammation. De plus selon le type et l’environnement cellulaire, le CD44 régule la 
prolifération et l'apoptose cellulaire (Lesley and Hyman, 1998). Ces variations de 
fonction du CD44 sont également dues aux modifications structurelles du CD44 telles 
que l’épissage alternatif ou les modifications post-traductionnelles. Les voies de 
signalisation couplée au CD44 ne sont pas entièrement définies, mais il est bien établi 
que CD44 joue un rôle important dans la connexion entre la membrane plasmique et le 
cytosquelette ainsi que sa réorganisation (Bretscher et al., 2002; Kalomiris and 
Bourguignon, 1988 ). Cette réorganisation du cytosquelette régule à la fois la capacité de 
liaison du ligand et la transduction du signal. 
Une façon particulièrement intéressante de la régulation de la signalisation via 
CD44 est de contrôler la taille de son ligand majeur, le HA. Dans les fibroblastes, la 
liaison des HA du HAut poids moléculaire au CD44 inhibent le cycle cellulaire en phase S 
en réponse à un stimulus fort alors que la liaison des HA de bas poids moléculaire 
stimulent la progression en phase G1 et l'entrée en phase S (Cuff et al., 2001).  Il a été 
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montré que, ces effets contraires au niveau du cycle cellulaire sont dus à une modulation 
de la voie des Cyclines D1 (Kothapalli et al., 2008; Kothapalli et al., 2007 ). La fixation du 
HA de haut poids moléculaire sur le CD44 inhibe la voie Rac, tandis que le HA de bas 
poids moléculaire stimule la voie signalisation via ERK.  
Plus récemment, le CD44 a été impliqué dans le phénotype de multirésistance de 
certaines cellules cancéreuses, en protégeant les cellules de l’apoptose (Slomiany et al., 
2009).  La surexpression de plusieurs isoformes CD44 a été associée à la progression 
tumorale, ce qui suggère que les isoformes de CD44 peuvent avoir une signalisation 
appropriée. Dans le cancer du côlon, c’est l’isoforme CD44v3 qui est mise en jeu pour 
stimuler l'invasion et la résistance à l'apoptose, tandis que l’isoforme CD44v6 a été 
associée au caractère métastatique de la maladie et au pronostic vital négatif (Lakshman 
et al., 2004; Ni et al., 2002 ).  
 
1.3.1.4.2. Les récepteurs RHAMM (Receptor for HA Mediated 
Motility) 
RHAMM ou CD168 a d'abord été décrit comme une protéine soluble se liant au 
HA. Cette protéine est libérée par les cellules en migration (Turley, 1982). Cette protéine 
existe dans le noyau et le cytoplasme, ainsi que sur la surface cellulaire. Ce récepteur se 
lie au fuseau mitotique, participe à la locomotion cellulaire, l'adhérence focale, et 
l'inhibition de contact (Mohapatra et al., 1996). Ce récepteur est surexprimé dans de 
nombreux cancers humains (Maxwell et al., 2008). En effet, la forme intracellulaire et la 
forme membranaire RHAMM sont détectées dans des multiples myélomes (Masellis-
Smith et al., 1996).  
 
1.3.1.4.3. Les récepteurs HARE (HA Receptor for Endocytosis) 
Les récepteurs HARE sont également connus sous le nom de stabilin-2. Ces 
récepteurs ne sont pas spécifiques du HA, mais ils reconnaissent aussi des GAG sulfatés 
tels que la chondroïtine et l’héparane sulfate (Pandey et al., 2008). Ce récepteur a été 
identifié au niveau des cellules endothéliales du foie, dans les ganglions lymphatiques et 




1.3.1.4.4. Les récepteurs LYVE-1 (LYmphatic Vessel Endothelial 
HA receptor) 
Comme le CD44, le récepteur LYVE-1 est une glycoprotéine membranaire et 
membre de la superfamille des protéines liant le HA (HA-binding Link protein) (Banerji 
et al., 1999). Ce récepteur de surface cellulaire est présent au niveau des cellules 
endothéliales lymphatiques et au niveau des cellules du sinusoïde hépatique (Jackson, 
2004; Mouta Carreira et al., 2001 ). D’autres études ont montré que le récepteur LYVE-1 
est également présent au niveau des cellules embryonnaires des vaisseaux sanguins 
(Gordon et al., 2008). Ce récepteur a toujours étè sujet aux débats, mais sa conversion au 
cours de l’évolution prouve son importance (Jackson, 2003). 
1.3.1.4.5. Les récepteurs TLR-2 et -4 (Toll Like Receptor) 
Nommés également CD 282 et 284, respectivement, les récepteurs TLR sont des 
récepteurs membranaires induisant une réponse inflammatoire suite à une stimulation 
par les micro-organismes pathogènes (Scheibner et al., 2006 ; Takeda and Akira, 2004). 
TLR-2 est présent sur les macrophages qui, lorsqu'ils sont stimulés par des bactéries 
Gram-positives, induisent l’activation du facteur NF-Ɉnsi la libération de cytokines 
pro-inflammatoires. TLR-4 est également disponible sur les macrophages et il est 
stimulé par le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram-négatives. Les streptocoques 
du groupe A et C contiennent des composants HA au niveau de leur coque, ce qui 
suggère donc que les  HA de bas poids moléculaire pourraient fonctionner comme un 
pathogène dans l'environnement inflammatoire. Cette transduction du signal a été mise 
en évidence au niveau des tissus pulmonaires et épithéliaux dans des situations à la fois 
infectieuses et traumatiques (Jackson, 2003; Scheibner et al., 2006; Taylor et al., 2004). 
1.3.2. Fonctions biologiques de l’hyaluronate de sodium 
1.3.2.1. Structure et hydratation de la matrice extracellulaire 
Le maintien et l’assemblage des matrices péri- et extracellulaires sont du en 
partie à la présence de hyaluronate de sodium du HAut poids moléculaire (Toole, 1990). 
Grâce à ses propriétés d’absorption d’eau l’HA joue un rôle de comblement stérique et 
assure l’hydratation des tissus (Laurent et al., 1992). Cette capacité d’hydratation du HA, 
contribue également à maintenir la viscosité des tissus conjonctifs tels que l’humeur 
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vitrée, le cartilage et les cordes vocales (Chan et al., 2001; Holmes et al., 1988; Meyer and 
Palmer, 1934). 
1.3.2.2. Prolifération, migration et développement cellulaire 
En raison de sa charge négative élevée, le HA est capable de tenir 10-10,000 fois 
son poids en eau, ce qui crée des pores au niveau de la matrice extracellulaire facilitant 
la migration des cellules (Toole, 2004).  Des études in vitro ont montré que le HA joue un 
rôle dans la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses (Evanko et al., 
1999). Un ralentissement de la prolifération et la migration des fibroblastes a été 
observé lors d’une délétion du HAS-2 (enzyme principale de la synthèse de le HA) (Rilla 
et al., 2002). Zhu et al ont mis en évidence que la stimulation des cellules souches 
mésenchymateuses avec du PDGF augmente l’expression du récepteur CD44, ce qui 
facilite leur migration via la fixation de le HA sur son récepteur (Zhu et al., 2006). 
D’autres études ont mis en évidence l’existence d’une corrélation entre les niveaux du 
HA et le caractère invasif et métastatique des cellules tumorales (Kimata et al., 1983; 
Toole, 2002). En effet, l’accumulation du HA favorise l’invasion des cellules cancéreuses 
ainsi que la formation d'une barrière pour les cellules cancéreuses contre les cellules 
immunitaires (Itano et al., 2008; McBride and Bard, 1979). In vivo, une inactivation du 
HAS-2 est fatale pour des embryons de souris (Camenisch et al., 2000). De plus, 
l’inhibition du gène has-2 provoque des perturbations du mouvement des cellules 
mésodermiques au moment de l’embryogenèse chez les poissons (Bakkers et al., 2004). 
1.3.2.3. Inflammation 
Le hyaluronate de sodium joue un rôle de régulateur des mécanismes 
d’inflammation (Horton et al., 1998; Teriete et al., 2004). Cette fonction biologique est 
liée au HA de bas poids moléculaire (Campo et al., 2010a) qui contrairement aux HA 
hauts poids moléculaire sont considérés par les cellules comme molécules de 
signalisation. La fragmentation du HA se produit lors de nombreuses conditions 
pathologiques, au cours d’une lésion tissulaire et d’une inflammation (Chajara et al., 
2000). Des études ont montré que les HA de bas poids moléculaire induisent un 
phénomène inflammatoire (Hodge-Dufour et al., 1997; Horton et al., 2000). En effet, une 
étude a mis en évidence la présence d’HA de bas poids moléculaire chez des patients 
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souffrant d’une lésion pulmonaire aiguë. Cette présence stimule la production de la 
protéine MIP-2 (Jiang et al., 2005).  
L’interaction des fragments d’HA et du récepteur CD44 participerait à l’activation 
des cellules leucocytaires (Clark et al., 1996). Campo et al ont mis en évidence sur des 
chondrocytes murins que le HA induit la production d’IL-ͳȾ    
l’expression du récepteur CD44 (Campo et al., 2012b). Néanmoins, cette réponse 
inflammatoire n’est pas due qu’à l’activation du CD44, des études récentes mettent en 
avant l’interaction du HA de bas poids moléculaire avec les récepteurs TLR-2 et 4 
(Campo et al., 2012a).  
1.3.2.4. Angiogenèse 
Cette activité biologique est également attribuée aux petits fragments d’HA 
(Slevin et al., 1998). Les petits fragments HA angiogéniques, issus de l’action de l’enzyme 
de dégradation HYAL-1, stimulent la prolifération des cellules endothéliales, l'adhérence 
et la migration en activant la voie des kinases responsables des mécanismes d’adhésion 
(Lokeshwar and Selzer, 2000). 
1.3.2.5. Cicatrisation 
Immédiatement après la blessure, le HA s'accumule au niveau de la plaie (Weigel 
et al., 1986). Cette accumulation due à une augmentation de la synthèse favorise sa 
liaison au fibrinogène et favorise la formation de caillot pour arrêter le saignement. Les 
fonctions du HA pendant ce processus sont la modulation de la migration cellulaire, la 
synthèse des cytokines pro-inflammatoires et la phagocytose des microbes envahisseurs 
(Chen and Abatangelo, 1999).  Pendant la phase inflammatoire, le HA favorise l’adhésion 
des monocytes (Wilkinson et al., 2006) et facilite le déplacement des lymphocytes 
(Nandi et al., 2004). L’accumulation du HA dans la matrice extracellulaire des tissus 
lésés souligne son rôle important dans la cicatrisation. Le HA accélère l’arrivée des 
solutés et des nutriments au niveau des tissus blessés grâce à sa capacité d'absorption 
d'eau élevée et sa capacité à stimuler les signaux inflammatoires indispensables à la 
cicatrisation des plaies. Une matrice extracellulaire riche en HA peut également faciliter 
la motilité cellulaire et la prolifération, qui sont essentielles pour la réparation tissulaire 
(Buchanan et al., 2009; Chen and Abatangelo, 1999 ; West et al., 1997 ). En effet, le HA du 
HAut poids moléculaire maintient le tissu dans un état hydraté ce qui favorise un milieu 
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humide essentiel à la cicatrisation. Le HA de bas poids moléculaire libéré dans la plaie 
favorise la prolifération cellulaire, la migration cellulaire (Etscheid et al., 2005; Zhu et al., 
2006 ) et l’angiogenèse (West and Kumar, 1989) facilitant ainsi le processus de 
cicatrisation.  
1.3.3. Procédés de synthèse 
1.3.3.1. Extraction tissulaire 
Traditionnellement, le HA de très haut poids moléculaire (PM) est extrait de crête 
de coq, de la peau de requin, des yeux bovins ou des cordons ombilicaux humains 
(Kogan et al., 2007; Mendich and Soltes, 2002; Meyer and Palmer, 1934). Ce mode de 
fabrication est sujet de débat, car il est soumis à plusieurs contraintes telles que la 
différence entre les lots, les variations, le manque de contrôle sur la masse moléculaire, 
la répartition du poids moléculaire et la présence d’impuretés qui peuvent être 
potentiellement immunogènes (Chong et al., 2005; Kogan et al., 2007 ; O'Regan et al., 
1994 ; Shiedlin et al., 2004). 
1.3.3.2. Biotechnologies : fermentation bactérienne 
Le premier HA de synthèse a été produit à partir de Streptococcus 
zooepidemicus, qui reste la souche actuelle commune dans la production industrielle du 
HA (Chong and Nielsen, 2003 ; Krahulec and Krahulcova, 2006). La biotechnologie par 
fermentation bactérienne a permis la production d’HA de PM assez élevé et dans une 
gamme bien définie avec un rendement important (6 à 10 g d’HA par kg de moût) 
(Lapcik et al., 1998). Cette production est très encadrée par la pharmacopée européenne 
(Cf.annexe). Actuellement, le HA produit par biotechnologie a été approuvé pour des 
applications larges dans différents traitements cliniques et applications cosmétiques 
(Chong et al., 2005). Les applications du HA dépendent de son PM, ce dernier différant 
selon le type de l’enzyme de synthèse HAS (Itano et al., 1999 ; Pummill and DeAngelis, 
2003). Le produit de fermentation étant un mélange PM, l’obtention d’un lot d’HA 
uniforme représente un défi. En effet, beaucoup de travail est mené afin de maîtriser le 
poids des différents fragments produits par cette technique. La détermination du PM est 
également détaillée dans la pharmacopée européenne. Pour évaluer la moyenne des PM, 
différentes équipes ont utilisé des techniques de filtration sur gel (Beaty et al., 1985) ou 
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des techniques d’électrophorèse sur gel (Armstrong and Bell, 2002; Lee and Cowman, 
1994 ) . Une des meilleures techniques actuelles pour déterminer les PM des 
biopolymères hétérogènes est la chromatographie d'exclusion stérique couplée à la 
diffusion de lumière laser multiangle (SEC-MALLS). Cette technique fournit des données 
précises et instructives concernant la distribution de la taille des échantillons d’HA sans 
utiliser de gamme d'étalonnage (Girod et al., 2002; Knobloch and Shaklee, 1997 ).  
1.3.4. Applications 
1.3.4.1. Pathologies articulaires 
Le HA est sensible à la dégradation par un excès des espèces réactives de 
l'oxygène chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde. De ce fait, le poids 
moléculaire du HA dans le liquide synovial diminue de manière significative dans 
l'arthrite légère et sévère par rapport à celle de sujets sains (Kofoed and Barcelo, 1978). 
Les dérivés du HA de faible masse moléculaire sont donc proposés comme marqueurs de 
sévérité de la pathologie. Le HA a été utilisé pour la première fois dans le traitement 
intra-articulaire de l'arthrite chez les chevaux de course dans les années 1970 (Asheim 
and Lindblad, 1976). Chez les patients atteints de polyarthrite, le traitement à base d’HA 
et de glucocorticoïdes a un effet positivement significatif (Kopp et al., 1991). Dans un 
essai clinique au Japon, une amélioration significative des symptômes de l’arthrite tels 
que la douleur et l'inflammation a été observée après 5 injections intra-articulaires d'HA 
dans les genoux de 25 patients (Goto et al., 2001). 
1.3.4.2. Pathologies oculaires 
Le syndrome de la sécheresse oculaire se caractérise par un manque de 
lubrification de la surface oculaire. Ce syndrome est la conséquence d’une diminution de 
la quantité et/ou qualité de larmes. Le traitement de cette pathologie consiste à instiller 
des gels ou des solutions ophtalmiques dans les yeux et créer ainsi le film lacrymal 
manquant. Les collyres à base d’HA sont préconisés en cas de sécheresse oculaire liée 
par exemple à une exposition aux poussières, à la fumée, ou une exposition prolongée 
devant un écran. Le HA étant visqueux, il permet de garder un contact plus longtemps 
avec la surface oculaire que d’autres solutions ophtalmiques. Ce contact assure une 
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hydratation prolongée et permet la diminution de frottements de la paupière au 
moment du clignement de l’œil.   
1.3.4.3. Chirurgie esthétique 
Le HA est présent dans de nombreux tissus de l'organisme et est généralement 
considéré comme inoffensif lorsqu'il est injecté sous forme de polymère réticulé. Du fait 
de sa capacité d’absorption d’eau et la formation de gel volumineux, le HA est le produit 
le plus utilisé dans le comblement des rides et dans le traitement des pertes de volume 
du visage. La cinétique d'élimination du HA réticulé n’est pas bien caractérisée mais les 
données ont montré que de très petites quantités d’HA injectées en ante-brachial 
peuvent être détectées 4 à 9 mois après injection (Gensanne et al., 2007). Narins et al. 
ont également mis en évidence la persistance du HA 18 mois après injection nasolabiale 
(Narins et al., 2008). D’autres équipes ont relié cette longévité du HA réticulé à une 
augmentation de la production de collagène et une inhibition de sa dégradation (Wang 
et al., 2007). Injecté sous une ride, l’acide hyaluronique attire l’eau, gonfle les tissus et 
redonne à la peau son aspect lisse et tendu pour un effet parfaitement naturel.  
1.3.4.4. Cosmétologie 
Le marché mondial des produits pour les comblements des rides est estimé à 200 
millions d’euros en Europe dont 25 millions d’euros en France. De plus en plus le HA est 
utilisé dans les crèmes cosmétiques pour ses propriétés hydratantes et gélifiantes. Ci-
dessous sont répertoriés quelques laboratoires cosmétiques et leurs gammes à base du 
HA, dont le nombre non exhaustif témoigne d’un réel engouement dans les laboratoires 
pour le HA : x SVR
Hydracid Fill-in® : sérum de comblement des rides profondes et sillons (HA à 5%) 
Gamme densitium®45+ : crème, contour des yeux, corps (HA entre 0,05% et 0,1%) x VICHY
Liftactiv Rétinol HA® : action de comblement (quantité du HA non renseignée) x LIERAC
Concentré Mésolift® : sérum soin et tonicité (HA à 5%) x EUCERIN
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Hyaluron-Filler® : comblement des rides profondes, pour peaux matures (quantité du 
HA non renseignée) x ESTEE LAUDER
Timezon® : crème hydratante et antiride pour peaux matures (quantité du HA non 
renseignée) 
D’autres cosmétiques utilisent le HA pour enrichir leur crème, tels que Ultra 
correction Line Repair® de Chanel, ou Redermic® de Laroche Posay et Aroma vaillance® 
de Nuxe.  
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1.4. FORMULATION LIPIDIQUE : CALOPHYLLUM INOPHYLLUM, 
DE L’EMPIRIQUE A L’EXPÉRIMENTAL 
Les membranes cellulaires sont formées d’une double couche lipidique. Nous 
avons alors émis l’hypothèse selon laquelle une modification de la composition lipidique 
de la membrane cellulaire pourrait moduler la réponse cellulaire. Dans notre étude nous 
avons choisi de travailler sur l’huile de Calophyllum inophyllum une huile issue de noix 
tropicales déjà connue dans la médecine traditionnelle pour ses différents effets 
bénéfiques.    
1.4.1. Généralités sur le Calophyllum inophyllum 
Le genre Calophyllum fait partie de la famille des Clusiaceaes anciennement 
appelée Guttiferae, qui est un grand groupe d'arbres tropicaux composés d'environ 180 
à 200 espèces différentes. Le Calophyllum inophyllum appelé aussi tamanu ou takamaka 
est un arbre répondu sur les rivages de l'océan indien et de l'océan Pacifique.  
Le takamaka est un grand arbre de huit à vingt mètres que l'on trouve sur de 
nombreux rivages de l'océan indien et de l'océan pacifique. Cet arbre possède un tronc 
tortueux, couvert d’écorces rugueuse et crevassée. Cette écorce est dure prenant une 
teinte jaune-ocre à l'extérieur, mais tendre et rose ou rouge brunissant au soleil à 
l'intérieur. Les feuilles sont vert sombre et mesurent de huit à vingt centimètres de 
longueur en moyenne, elles sont dépourvues de stipules et ont des  nervures 
secondaires fines. Les fleurs sont blanches et forment des grappes. La graine est 
composée de deux grands cotylédons et d'une radicule. L'arbre produit un latex collant 
et de couleur blanche, crème ou jaune. Avant la conversion des Polynésiens au 
christianisme, les arbres de tamanu étaient sacrés. L'huile d'amande est utilisée en 
médecine populaire en Asie pour ses propriétés curatives dans la cicatrisation, la perte 
des cheveux et les infections cutanées (Adeyeye, 1991). L’huile de Calophyllum 
inophyllum est aussi connue pour ses propriétés analgésiques et anti-inflammatoires. 
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L'huile de Calophyllum inophyllum obtenue par pressage à froid est de couleur 
jaune or. Le procédé est réalisé en plusieurs étapes successives.  
La première étape est le séchage, cette étape est particulièrement importante et 
délicate, car la coque étant partiellement constituée de liège isole complètement 
l’amande qui, lorsqu’elle est extraite fraîche, contient plus de 32% d’humidité. Les 
amandes sont séchées selon un procédé spécifique afin de préserver les qualités de 
l’huile avant pressage. Les amandes préalablement séchées pendant un mois sont 
ensuite pressées mécaniquement à froid. L’huile est ensuite décantée et filtrée.  
Figure 19 : Séchage et stockage des noix 
1.4.3. Composition chimique et effets biologiques de l’huile 
d’amande de Calophyllum inophyllum 
Les acides gras insaturés représentent 70% du total des acides gras contenus 
dans l’huile de Calophyllum inophyllum avec en grande quantité, les acides oléique 
(C18:1, ȳ9) 39,9% et linoléique 31,1% (C18:2, ȳ6). Dans presque toutes les huiles 
végétales, les stérols sont la composante la plus importante quantitativement des 
insaponifiables. Les tocophérols et tocotriénols sont des composés antioxydants 
naturels présents dans l’huile de Calophyllum inophyllum et donnent de la stabilité à 
cette huile (cf. Annexe). L’huile d’amande de Calophyllum inophyllum contient également 
1.4.2. Procédés d’obtention d’huile d’amande de Calophyllum 
inophyllum 
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d’autres molécules telles que les coumarines et les xanthones (Spino et al., 1998 ; Yimdjo 
et al., 2004).   
Plusieurs effets biologiques ont été attribués à l’huile de Calophyllum inophyllum. 
En effet, Itoigawa et al. ont mis en évidence le potentiel anticancéreux des coumarines 
extraites d’huile de Calophyllum inophyllum. Par ailleurs, des propriétés 
antimicrobiennes ont également été observées avec des molécules issues de l’huile de 
Calophyllum inophyllum. Des activités anti-HIV ont également été attribuées à des 
molécules présentes dans l’huile de Calophyllum inophyllum (Itoigawa et al., 2001 ; Spino 
et al., 1998; Yimdjo et al., 2004 ). 
Des études antérieures dans notre laboratoire ont mis en évidence les effets 
cytoprotecteurs de l’huile de Calophyllum inophyllum contre les dommages à l’ADN 
induits par les irradiations UV (Said et al., 2007). Selon l’observatoire des cosmétiques, 
l’huile de Calophyllum inophyllum est répertoriée comme un ingrédient des produits 
cosmétiques. Elle est classée comme agent hydratant, émollient et anti-UV.  
La diversité des composants de l’huile de Calophyllum inophyllum lui confère 
différentes propriétés. L’étude des effets de cette huile ouvre de nombreuses 
perspectives thérapeutiques tant dans le domaine de la cicatrisation que celui de la 
cancérologie. 
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1.5. PROBLÉMATIQUE ET OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 
EXPÉRIMENTALE 
La cicatrisation et le cancer sont les deux facettes opposées de 
l’hyperprolifération cellulaire. La cicatrisation est une succession d’évènements 
physiologiques intriqués dans le temps et bien définis. Ces événements sont nécessaires 
à l’organisme pour la réparation et la régénérescence des tissus lésés. Ce processus peut 
être défaillant à cause d’un ou plusieurs paramètres tels que l’âge, le statut sanitaire et 
alimentaire. Au contraire, le cancer, dans notre cas le mélanome, est caractérisé par une 
indépendance vis-à-vis des signaux qui stimulent la prolifération cellulaire, une 
insensibilité aux signaux et mécanismes antiprolifératifs, une capacité proliférative qui 
n'est plus limitée et la disparition du phénomène d'apoptose.  
Au carrefour de ces deux types d’hyperprolifération cellulaire, un récepteur 
suscite un grand intérêt. Le purinorécepteur P2X7, dont le ligand physiologique est l’ATP 
extracellulaire, a longtemps été uniquement considéré comme un récepteur de mort et 
de dégénérescence cellulaire. Des études antérieures dans notre laboratoire ont mis en 
évidence son rôle dans des mécanismes de cytotoxicité oculaire. Par ailleurs, d’autres 
équipes ont pu lier l’activation du récepteur P2X7 à des pathologies neurodégénératives. 
Plus récemment, d’autres équipes ont montré à l’opposé que l’ATP peut stimuler la 
prolifération cellulaire via les récepteurs P2X7 à condition que l’activation soit dite 
« basale ». Ces données nous ont orientée vers l’étude de l’implication du récepteur 
P2X7 dans la régulation de l’hyperprolifération cellulaire. 
Le choix du HA comme molécule d’intérêt est basé sur le fait que ce biopolymère 
est le composant majeur de la matrice extracellulaire. Le HA, présent dans de nombreux 
tissus de l'organisme, joue un rôle important dans la prolifération cellulaire. Il est admis 
que le HA est indispensable pour le processus de cicatrisation ; cependant, les 
laboratoires pharmaceutiques ne mettent pas en avant ses effets biologiques. En effet, le 
HA est utilisé principalement pour ses propriétés physicochimiques (absorption d’eau et 
viscosité). Dans notre étude, outre son effet filmogène protecteur, nous nous sommes 
intéressée à ses effets sur la migration et la prolifération cellulaire ainsi que sur la 
communication cellulaire après une plaie. Notre étude ne se limite pas à analyser les 
effets du HA sur la cicatrisation, mais elle évalue également l’impact du poids 
moléculaire sur ce processus.   
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Par ailleurs, l’huile d’amande de Calophyllum inophyllum est connue dans la 
médecine traditionnelle des pays tropicaux. En effet, elle est utilisée en Asie pour ses 
propriétés curatives dans la cicatrisation, la perte des cheveux et les infections cutanées. 
Malgré ces larges utilisations, peu d’études ont été consacrées à ses propriétés 
cicatrisantes. D’autres études ont mis en évidence la présence, dans l’huile d’amande de 
Calophyllum inophyllum, des molécules biologiquement actives telles que les coumarines 
connues pour leurs effets antitumoraux. L’objectif de notre étude est de comprendre les 
mécanismes d’action de l’huile de Calophyllum inophyllum, d’une part dans le processus 
de cicatrisation en analysant la réponse immunitaire et la migration cellulaire, et d’autre 




2. MATERIELS ET METHODES
2.1.  MODELES D’ETUDE 
2.1.1. Modèles in vitro de cellules cutanées 
La culture cellulaire se fait dans un environnement stérile, sous une hotte à flux 
laminaire (PSM II, Astec). Les flasques de 75cm² contenant les cellules sont placées dans 
un incubateur thermostaté à 37°C sous une atmosphère contrôlée à 5% de CO2 et 95% 
en humidité. Le milieu de culture est changé tous les 2 jours.  
Les cellules sont décollées par ajout de trypsine et repiquées à plus faible concentration 
cellulaire lorsqu’elles atteignent  la confluence. 
x Lignée de kératinocytes humains
La lignée choisie est la lignée HaCat. Issues des cellules épithéliales de la peau
adulte, les HaCat sont spontanément immortalisées, elles arrivent à former un tissu 
épidermique ordonné et différencié présentant toutes les caractéristiques des 
kératinocytes humains (différentes kératines) (Boukamp et al., 1988). 
Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM stérile supplémenté en sérum de 
veau fœtal (SVF) 10 %, glutamine 2 mM et 50 UI/ml de streptomycine et pénicilline. 
Figure 20 : Tapis de cellules HaCat 
x Lignée de cellules fibroblastiques murines
La lignée NCTC clone 929 est dérivée de la souche L. Ce clone a été obtenu en
mars 1948. La souche L est l'une des premières souches cellulaires à être établie en 
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culture continue. Elle est issue des tissus sous-cutanés normaux et le tissu adipeux de 
souris C3H mâles âgées de  100 jours. Le clone 929 a été le premier clone développé à 
partir de la 95éme subculture de la souche L par la technique d’isolement capillaire des 
cellules. 
Les cellules sont cultivées dans du milieu EMEM stérile  supplémenté en sérum 
de veau fœtal (SVF) 10 %, glutamine 2 mM et 50 UI/ml de streptomycine et pénicilline. 
Figure 21 : Tapis de cellules NCTC 
x Lignée de cellules épithéliales mélanocytaires murines
La lignée cellulaire B16-F0 est une lignée tumorale maligne d’un mélanome qui se
développe spontanément chez des souris C57BL/6 (ATCC n° CRL-6322). Elles sont 
cancérogènes et non-métastatiques. Ces cellules sont capables de produire de la 
mélanine. Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM stérile  supplémenté en 




Figure 22 : Tapis de cellules B16-F0 
2.1.2. Modèle in vitro de cellules circulantes  
La lignée cellulaire U-937 a été obtenue par Sundstrom et Nilsson en 1974 à 
partir de cellules malignes provenant de l'épanchement pleural d'un patient atteint d’un 
lymphome histiocytaire. Depuis 1979, il a été établi que les cellules U-937 peuvent être 
différenciées en macrophages soit suite à l’ajout des surnageants de culture de 
lymphocytes humains, soit des esters de phorbol, soit de la vitamine D3, soit de 
l'interféron gamma, soit du TNF ou soit de l'acide rétinoïque. 
Les cellules sont cultivées dans du milieu RPMI stérile supplémenté en sérum de 
veau fœtal (SVF) 10 %, glutamine 2 mM et 50 UI/ml de streptomycine et pénicilline. 
2.1.3. Modèle cellulaire de cicatrisation en monocouche 
Les cellules sont mises en culture (HaCat à 200000 cellules/mL, NCTC à 30000 
cellules/mL) dans des plaques 6 puits à 37°C. Les cellules sont laissées 72h pour 
atteindre la confluence totale. Après les 72h, le milieu est vidé, puis la plaque est rincée 
avec du PBS. Les cellules sont remises à 37°C dans du milieu de culture supplémenté en 
antibiotiques, mais sans Sérum de Veau Fœtal (SVF) pendant 24h pour qu’elles arrêtent 
leur prolifération. A J4, la plaque est vidée et le tapis cellulaire est rincé avec du PBS 
stérile ensuite la plaie est effectuée sur la monocouche des cellules à sec à l’aide d’un 
cône de 1000 µL. Le tapis cellulaire est ensuite rincé avec du PBS pour éliminer les 





Figure 23 : Scratch test. La photo du haut représente le tapis cellulaire avant le scratch test. La photo du 
bas reprsente la tapis cellulaire après le scratch test. 
 
Les cellules sont ensuite incubées avec l’hyaluronate de sodium de différents 
poids moléculaires à 0,2% (HA de haut poids moléculaire = HMW-HA, HA de moyen 
poids moléculaire = MMW-HA et HA de bas poids moléculaire = LMW-HA) pendant 24h 
à 37°C. Après ces 24h la plaque est vidée et rincée et les photos de la cicatrisation sont 
prises. Le même scratch test est utilisé lors de l’étude de cicatrisation avec l’huile de 
Calopyllum inophyllum. Pour cette étude deux protocoles ont été mis en place : 
Protocole#1 (dans un but préventif), les cellules sont incubées 15 minutes avec 
l’huile de Calophyllum inohyllum avant le scratch test.  
Protocole#2 (dans un but curatif), les cellules sont incubées 15 minutes avec 
l’huile de Calophyllum inohyllum après le scratch test.  
La largeur de la plaie est mesurée à 3 endroits différents de la plaie, les tests de 







2.2. TECHNIQUES D’ANALYSE 
2.2.1. Analyse par microtitration cytofluorimétrique 
Le lecteur de microplaques utilisé dans notre étude est un spectrofluorimètre 
(Safire, Tecan®, Zurich, Suisse) composé de deux monochromateurs permettant une 
lecture en fluorescence de 230 à 1000 nm et l’enregistrement des spectres de 
fluorescence en excitation et en émission.   
Cet analyseur à monochromateur permet d’effectuer des mesures de 
fluorescence directement sur des cellules vivantes et adhérentes sur microplaques. La 
microplaque est scannée avec un pinceau de lumière de longueur d’onde définie pour le 
test, qui illumine chaque puits pendant moins de 0,3 seconde, ce qui évite tout 
phénomène de “fading” des sondes fluorescentes. 
Cette technique est spécifique, sensible (pg-fg/ml), reproductible et permet de 
mettre au point des méthodes standardisées d’analyse de la cytotoxicité et du stress 
oxydant, préconisées notamment lors d’études multicentriques pour l’évaluation de 
méthodes alternatives en toxicologie cellulaire. 
Deux types de tests en microtitration cytofluorimétrique existent :  
- tests MiFALC (Microtitration Fluorimetic Assay on Living Cells) de type I : effectués sur 
cellules vivantes pendant les premières étapes avec nécessité d’une étape finale 
d’extraction pour la détection et révélation (ex : rouge neutre). 
- tests MiFALC de type II : effectués sur cellules vivantes pendant toutes les étapes y 
compris, la détection ce qui permet de réaliser la cinétique des sondes directement en 
microplaques (ex : H2DCF-DA pour les radicaux de l’oxygène). 
 x Préparation des cellules pour la cytofluorométrie 
Les cellules sont ensemencées dans des microplaques 96 puits (Corning, The 
Netherlands) aux concentrations suivantes, ceci afin d’obtenir la confluence en 24 
heures : 
- lignée de cellules HaCat : 200 000 cellules / mL, 
- lignée de cellules U-937 : 1000 000 cellules / mL, 
- lignée de cellules NCTC : 300 000 cellules / mL, 
- lignée de cellules B16-F0 : 70 000 cellules / mL. 
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Les puits des bords de la plaque ne sont pas ensemencés, mais remplis de tampon 
PBS (Phosphate Buffer Saline) afin d’éviter l’« effet de bord », qui correspond à une 
modification de l’hygrométrie entre le centre et le bord de la microplaque et qui conduit 
à la modification de la respiration cellulaire et donc de la prolifération cellulaire. Cet 
effet entraîne des variations dans les réponses cellulaires et rend de ce fait les résultats 
difficilement exploitables. 
Les microplaques sont ensuite placées dans un incubateur thermostaté à 37°C 
dans une atmosphère composée de 95 % d’air saturé en eau et de 5 % de CO2. Après 24 
heures, les cellules ont adhéré au fond des microplaques et sont prêtes à être incubées 
avec les différents produits. Le milieu de culture est alors éliminé par retournement de 
la microplaque, les cellules sont rincées avec du tampon PBS pour éliminer les débris 
cellulaires et les produits à tester sont distribués dans les puits de la microplaque, à 
raison de 200 µL par puits. Les tests de microtitration fluorimétrique sont ensuite 
réalisés. 
 x Tests réalisés en microcytofluorimétrie 
 
Mesure de l’intégrité membranaire 
L’intégrité membranaire a été évaluée en réalisant un test au rouge neutre en ± ȋɉ α ͷ͵ͷ ǡ ɉ± α ͸ͲͲ ȌǤ     
particularité d’être à la fois un colorant vital ou d’inclusion utilisable en photométrie, 
mais également une molécule fluorescente utilisable en microtitration 
cytofluorimétrique et proposée dans l’étude de la viabilité cellulaire par Borenfreund et 
Puerner en 1985. Le rouge neutre est utilisé préférentiellement dans de nombreuses 
études multicentriques et est exigé dans les textes des normes de standardisation 
internationales. 
Une solution mère de rouge neutre à 0,4 % dans de l’eau distillée est préparée et 
conservée à l’abri de la lumière. La solution utilisée pour le test est issue d’une dilution 
de la solution mère au 1/80 dans du milieu de culture sans SVF ; cette solution est 
ensuite centrifugée à 3500 tours / minute pendant 10 minutes afin que les éventuels 
cristaux de rouge neutre, qui pourraient endommager les cellules, soient éliminés avec 
le culot. 
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Après élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution 
fille de rouge neutre est distribuée dans les puits à raison de 200 µL / puits. La 
microplaque est alors placée dans l’incubateur pendant 3 heures pour laisser le temps 
au rouge neutre d’aller se fixer aux lysosomes cellulaires. La solution de rouge neutre en 
excès est éliminée, les cellules sont rincées au PBS puis une solution de révélation 
composée d’éthanol absolu (50,6 %), d’eau (48,4 %) et d’acide acétique glacial (1 %) est 
distribuée dans les puits. Après 15 minutes sous agitation (pour homogénéiser la 
coloration), la microplaque est lue au Safire. 
 
Mesure de l’état d’oxydoréduction intracellulaire 
L’état d’oxydoréduction intracellulaire est évalué avec le test à l’Alamar blue en ±ȋɉαͷ͵ͷǡɉ±α͸ͲͲȌǤ̵
fluorogène et bleue, elle pénètre passivement dans les cellules où elle est réduite par les 
enzymes d'oxydoréduction intracellulaires (O'Brien et al., 2000). La forme bleue non 
fluorescente (résazurine) devient alors rouge et fluorescente (résorufine). La forme 
réduite rouge diffuse hors de la cellule dans le milieu de culture où elle peut être 
mesurée. 
Une solution à 0,1 mg/mL dans du tampon PBS est préparée et conservée à 4°C à 
l’abri de la lumière. La solution utilisée pour le test est issue d’une dilution de la solution 
mère au 1/11 dans du milieu de culture enrichi en SVF 2,5 %. Après élimination des 
produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution fille d’Alamar blue est 
distribuée dans les puits à raison de 200 µL / puits. La microplaque est alors placée dans 
l’incubateur pendant 6 heures puis lue au Safire. 
 
Mesure de la production globale des espèces réactives de l’oxygène 
 Les espèces réactives de l’oxygène ont été évaluées en utilisant le test au 2’,7’-
diacétate de dihydrodichlorofluorescéine (H2DCF-DA) en fluori± ȋɉ αͶͺͷ ǡ ɉ± α ͷ͵ͷ ȌǤ   °     
diffusion passive, elle est alors hydrolysée par les estérases cellulaires pour donner la 
2’,7’-dichlorodihydrofluorescéine. Ce dérivé est susceptible d’être oxydé par les espèces 
réactives de l’oxygène, générant alors un dérivé fluorescent : la 2’,7’-
dichlorofluorescéine dont l’accumulation est associée à une augmentation du signal de 
fluorescence. 
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Une solution mère de H2DCF-DA à 0,1 M est préparée dans du DMSO, puis est 
diluée dans du PBS afin d’obtenir une solution pour le test à 20 µM. Après élimination 
des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution fille de H2DCF-DA est 
distribuée dans les puits à raison de 200 µL / puits. La microplaque est alors placée dans 
l’incubateur pendant 20 minutes puis lue au Safire.  
 
Évaluation des altérations mitochondriales 
    ȋȌ     ȋɉ α ͶͻͲ  ɉ± α ͷ͵Ͳ Ȍ  ±°  ries des cellules vivantes, 
indépendamment du potentiel transmembranaire mitochondrial. La sonde se fixe au 
niveau de la membrane mitochondriale. Une augmentation comme une diminution du 
signal de fluorescence traduisent une altération de la mitochondrie. 
 Une solution mère de NAO à 0,01 M est préparée dans du DMSO. La solution 
utilisée pour le test est issue d’une dilution de la solution mère au 1/1000 dans du 
milieu de culture sans SVF. Après élimination des produits à tester et rinçage des 
cellules au PBS, la solution fille de NAO est distribuée dans les puits à raison de 200 µL / 
puits. La microplaque est alors placée dans l’incubateur pendant 30 minutes. Le 
surnageant est éliminé, les cellules sont rincées au PBS puis 200 µL de milieu de culture 
sans SVF sont ajoutés afin de permettre le relargarge de la NAO en excès pendant 1 
heure. Après rinçage des cellules au PBS, une solution de révélation composée d’éthanol 
absolu (50,6 %), d’eau (48,4 %) et d’acide acétique glacial (1 %) est distribuée dans les 
puits. Après 15 minutes sous agitation (pour homogénéiser la coloration), la 
microplaque est lue au Safire. 
 
Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial 
 Le potentiel transmembranaire mitochondrial a été évalué en utilisant le test au 
JC-1. Cette sonde permet de déceler les variations du potentiel transmembranaire 
mitochondrial. Elle se fixe dans la membrane interne des mitochondries sous forme de 
monomères lorsque l’activité mitochondriale est basse (dépolarisation) ; elle émet une 
fluorescence dans l  ȋɉ α Ͷͺͷ ǡ ɉ± α ͷʹͲ ȌǤ  ǡ
lorsque l’activité mitochondriale est élevée (hyperpolarisation), la sonde se fixe sous  ǯ±  ±      ȋɉ = 485 nm, ɉ±α͸ͲͲȌǤ 
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 Une solution mère de JC-1 à 6,5 mg/mL est préparée sous agitation (pour éviter 
la formation d’agrégats) dans du DMSO. La solution utilisée pour le test est issue d’une 
dilution de la solution mère au 1/1000 dans du PBS. Après élimination des produits à 
tester et rinçage des cellules au PBS, la solution fille de JC-1 est distribuée dans les puits 
à raison de 200 µL / puits. La microplaque est alors placée dans l’incubateur pendant 15 
minutes puis lue au Safire. Les cellules sont également observées en microscopie 
inversée de fluorescence (Leica, DMIRB). 
 
Mesure de l’activité de la caspase 8 
L’activité de la caspase 8 a été évaluée en fluorimétrie à l’aide du test utilisant la 
rhodamine 110 liée au peptide de synthèse IETD (Ile-Glu-Thr-Asp). Ce peptide est 
reconnu par la caspase 3 qui clive cette séquence, libérant ainsi la rhodamine 110 qui ȋɉα Ͷͻ͸ǡɉ±αͷʹͲȌǤ 
Ce test est réalisé selon le protocole fourni par le fabricant (EnzChek caspase-8 
assay kit #2, Molecular Probes). 
 
Mesure de la perméabilité membranaire via l’activation du récepteur P2X7 
 La perméabilité membranaire induite par l’activation des récepteurs P2X7 a été 
réalisée à l’aide du test au YO-PRO-ͳ±ȋɉαͶͻͳǡɉ±α
509 nm). Le YO-PRO-1 est une sonde fluorogène de 376 Da qui n’entre dans les cellules 
que si la perméabilité membranaire est altérée (ouverture des pores suite à l’activation 
du récepteur P2X7). Il s’intercale alors dans l’ADN quel que soit son état de compaction 
et émet une fluorescence.  
 A partir d’une solution mère de YO-PRO-1 à 1 mM dans du DMSO, une solution 
fille est préparée par dilution de la solution mère au 1/1000 dans du PBS. Après 
élimination des produits à tester et rinçage des cellules au PBS, la solution fille de YO-
PRO-1 est distribuée dans les puits à raison de 200 µL / puits. La microplaque est alors 
placée à température ambiante dans l’obscurité pendant 10 minutes puis lue au Safire.  
 
Mesure de l’activité de la protéine SIRT-1 
Les sirtuines, histones désacétylase, sont impliquées dans les mécanismes de 
longévité cellulaire et d’inflammation. Le dosage flurométrique de la SIRT-1 repose sur 
le clivage d’un substrat issu de la désacétylation  par SIRT-1. Le substrat contient une 
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molécule dont la fluorescence s’exprime après le clivage. La fluorescence ainsi mesurée 
est proportionnelle à l’activité de SIRT-1. 
Les cellules des lignées sont ensemencées dans des boîtes de Pétri aux mêmes 
concentrations que vues précédemment. Les boîtes de Pétri sont ensuite placées dans un 
incubateur thermostaté à 37°C dans une atmosphère composée de 95 % d’air saturé en 
eau et de 5 % de CO2. Après 24 heures, les cellules ont adhéré au fond des boîtes de Pétri 
et sont prêtes à être incubées avec les différents produits. Après élimination des 
produits à tester et rinçage des cellules au PBS, un tampon de lyse est distribué dans les 
boîtes à raison de 1 mL par boîte. Les cellules sont ensuite décollées à l’aide d’un grattoir 
et transvasées dans des tubes à centrifuger. Les tubes sont placés à 4°C pendant 15 
minutes. 4 mL d’une solution de sucrose cushion sont ajoutés et les tubes sont 
centrifugés pendant 10 minutes à 1300 g. Les culots sont lavés avec 1 mL de PBS. Les 
tubes sont vidés et les culots sont suspendus dans 100 µL de tampon d’extraction. Le 
tout est soniqué pendant 30 secondes et laissé dans la glace pendant 30 minutes. Les 
tubes sont ensuite centrifugés à 15000 tours/minutes pendant 10 minutes et les 
surnageants sont récupérés.  
Le dosage de l’activité de SIRT-1 est réalisé selon le protocole du fabricant 
(Abnova). Une détermination de la quantité de protéines est effectuée en parallèle 
suivant la méthode BCA (cf. analyse par colorimétrie). 
 
Mesure de la capacité de phagocytose 
La fonction de phagocytose est un mécanisme de défense innée chez les cellules 
macrophagiques. Ce processus de digestion est important dans la phase précoce de la 
réponse cellulaire. La mesure de la capacité de phagocytose est réalisée selon les 
instructions du fabricant (Invitrogen).  
2.2.2. Analyse par méthode immuno-enzymatique 
La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est une technique 
immuno-enzymatique de détection qui permet  de visualiser une réaction antigène-
anticorps grâce à une réaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une 
enzyme préalablement fixée à l'anticorps.  
 
101 
x Évaluation de la production de la cytokine IL-ͳȾ 
Les cytokines proinflammatoires sont secrétées dans le milieu extracellulaire en 
réponse à un stress inflammatoire. Ce test est réalisé selon le protocole fourni par le 
fabriquant R&D systems. 
 x Évaluation Ⱦ-défensine-2 Ⱦ-defensines-2 sont secrétées dans le milieu extracellulaire en réponse à un 
stress inflammatoire. Ce test est réalisé selon le protocole fourni par le fabricant Phoenix 
Pharmaceuticals. 
 
2.2.3. Analyse par colorimétrie  
x Dosage de protéines par la technique Acide bicinchonique 
Le dosage BCA est un dosage colorimétrique des protéines très sensible et 
compatible avec des détergents. Cette méthode est basée sur la réduction des ions Cu2+ 
en ions Cu+ : les ions Cu2+ contenus dans le réactif BCA en pH alcalin réagissent avec les 
chaînes peptidiques des protéines ; puis les cations Cu+ ainsi formés utilisent l'acide 
bicinchoninique pour former un complexe coloré (bleu nuit) qui absorbe à une longueur 
d'onde de 562 nm. L'intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration en 
protéines totales.  
Un mélange de BCA de Cu2+ est réalisé selon un ratio 50:1. 80 µL de ce mélange 
sont ajoutés à 10 µL de protéines. Après 30 minutes d’incubation à 37°C la fluorescence 
est lue à 562 nm. 
 
2.2.4. Analyse par cytométrie en flux 
La cytométrie en flux est définie comme l’étude précise, à l’aide d’un rayon laser, 
de cellules isolées entraînées par un flux liquide. Les cellules en suspension sont guidées 
à l’aide d’un flux laminaire liquide assurant leur défilement en « file indienne » devant 
un système d’illumination. Le système d’illumination et de détection permet d’effectuer 
l’analyse d’une cellule donnée dans un temps très court, de l’ordre de quelques 
millisecondes. Chaque cellule est étudiée séparément et la distribution des caractères 
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des cellules composant un échantillon peut ainsi être analysée (taille, structure, 
fluorescence…). Le cytomètre de flux, utilisé dans notre étude, est un Accuri C6. 
 x Préparation des cellules pour la cytométrie en flux 
Les cellules de notre étude étant toutes adhérentes et la technique de cytométrie 
en flux étant préconisée pour des cellules en suspension, la préparation des cellules 
diffère de la celle utilisée en microtitration. 
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits (Corning, The 
Netherlands) aux mêmes concentrations que vues précédemment. Les plaques sont 
ensuite placées dans un incubateur thermostaté à 37°C dans une atmosphère composée 
de 95% d’air saturé en eau et de 5% de CO2. Après 24 heures, les cellules ont adhéré au 
fond des plaques et sont prêtes à être incubées avec les différents produits. Le milieu de 
culture est alors éliminé par retournement de la microplaque, les cellules sont rincées 
avec du tampon PBS pour éliminer les débris cellulaires et les produits à tester sont 
distribués dans les puits de la microplaque, à raison de 2 mL par puits. Les cellules sont 
ensuite décollées des puits avec de la trypsine  pendant 3 minutes. Les cellules sont 
ensuite recueillies dans des tubes à cytométrie en flux dans la glace. La manipulation 
doit se faire le plus rapidement possible pour éviter d’induire une mort cellulaire. 
 x Évaluation de l’expression de la protéine Zonula occludens (ZO-1) 
L’expression de la protéine ZO-1 sur les kératinocytes (HaCat) a été mise en 
évidence par un anticorps primaire polyclonale de lapin anti-ZO-1 (ZYMED laboratories) 
et un anticorps secondaire de chèvre anti-lapin couplé à l’Alexa fluor®488 (Invitrogen). 
Les cellules préalablement rincées avec du PBS sont fixée au PFA à 1% pendant une nuit. 
Les cellules sont rincées avec du PBS contenant 0,5% de BSA. Les HaCat sont ensuite 
incubées pendant 30 minutes avec l’anticorps primaire à 4°C dilué au 1/100éme dans du 
BSA. Les cellules ont lavées deux fois avec le mélange PBS+BSA puis incubées pendant 
30 minutes à 4°C avec l’anticorps secondaire dilué au 1/2000éme. 
 x Évaluation de l’expression du récepteur CD44  
L’expression de la protéine CD44 sur les kératinocytes (HaCat) a été mise en 
évidence avec un anticorps primaire monoclonal de souris anti-CD44s humain (Sigma) 
et un anticorps secondaire de chèvre anti-souris couplé la FITC (Invitrogen). Les cellules 
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préalablement rincées avec du PBS sont incubées pendant 45 minutes avec l’anticorps 
primaire à 4°C dilué au 1/500éme dans du mélange PBS+BSA. Les cellules ont lavées deux 
fois avec le mélange PBS+BSA puis incubées pendant 45 minutes à 4°C avec l’anticorps 
secondaire dilué au 1/2000éme. 
 
2.2.5. Analyse par microscopie optique 
Pour étudier la prolifération cellulaire, les cellules sont mises en culture dans du 
milieu à 10% de SVF à 80000 cellules/mL pour les HaCat dans des plaques 48 puits. Les 
cellules sont décollées avec de la trypsine et comptées à l’aide d’un hématimètre (cellule 
de Thoma) pendant 6 jours. La concentration cellulaire (cellules/mL) est obtenue en 
multipliant la moyenne des deux cadrans par un facteur de 104. 
2.2.6. Analyse par microscopie confocale de fluorescence 
D’après Maïté Coppey responsable de la plateforme d’imagerie de l’Institut 
Jacques Monod, en microscopie classique à épifluorescence, un des problèmes majeurs 
est la présence d’un bruit de fond important lié à l’épaisseur de l’objet observé. Bien que 
la mise au point se fasse sur un plan focal bien précis, l’enregistrement de l’information 
est entaché d’un bruit de fond qui se superpose à l’image du plan observé : ce bruit 
résulte de l’excitation, par la source lumineuse, de tous les fluorochromes situés sur le 
trajet lumineux. Le microscope confocal agit comme un microscope optique, son 
principe consiste à focaliser, par l’intermédiaire d’un objectif, un faisceau laser qui va 
exciter les fluorochromes en un point de l’échantillon, puis à récupérer, sur un 
photomultiplicateur, le signal lumineux émis en ce point. Un diaphragme qui arrête tout 
signal ne provenant pas du plan focal est placé devant le photomulticateur. Le signal 
reçu est amplifié dans le photomultiplicateur, traité afin d’améliorer le rapport 
signal/bruit, puis numérisé.  
L’image est construite point à point par balayage X,Y du champ analysé à l’aide de 
miroirs de déflexion de la source lumineuse. Le déplacement de la préparation selon 
l’axe Z permet la saisie de différents plans optiques dans l’épaisseur de l’objet. x Préparation des échantillons 
Les cellules des lignées sont ensemencées dans des Lab-Tek™ 8 puits aux mêmes 
concentrations que vues précédemment. Les Lab-Tek™ sont des lamelles 
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compartimentées qui permettent une analyse microscopique spécialement adaptée à la 
culture cellulaire. Leurs puits amovibles permettent une incubation des cellules avec les 
produits à tester directement sur les lames.  
Les Lab-Tek™ sont ensuite placées dans un incubateur thermostaté à 37°C dans 
une atmosphère composée de 95 % d’air saturé en eau et de 5 % de CO2. Après 24 
heures, les cellules ont adhéré au fond des Lab-Tek™ et sont prêtes à être incubées avec 
les différents produits. Le milieu de culture est alors éliminé par aspiration, les cellules 
sont rincées avec du tampon PBS pour éliminer les débris cellulaires et les produits à 
tester sont distribués dans les puits de la Lab-Tek™, à raison de 200 µL par puits. Les 
cellules sont ensuite fixées avec du paraformaldéhyde 1 % pendant 24 heures à 4°C. 
Analyse du cytosquelette réalisée par microscopie confocale 
Les cellules préalablement fixées sont perméabilisées avec du Triton à 0,2 % 
pendant 5 minutes à température ambiante. Les cellules sont rincées avec du PBS 
contenant 0,5% de BSA puis incubées pendant 30 minutes avec 200 UI/mL de 
phalloïdine marquée à l’Alexa 488 (Invitrogen) qui se fixe sur le réseau d’actine. Après 2 
rinçages au PBS+BSA, une goutte de Vectashield est ajoutée et le montage est complété 
par la pose de la lamelle scellée par du vernis. Une fois le montage terminé, les cellules 
sont observées au microscope confocal. 
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3. RESULTATS ET DISCUSSION 
3.1. Modulation du microenvironnement via la matrice 
extracellulaire  
3.1.1. Cicatrisation et kératinocytes : Relation entre poids 
moléculaire du HA et activation basale du récepteur P2X7  
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication dans la revue PLoS One en 2012 sous le 
titre « Hyaluronan fragments improve wound healing on in vitro cutaneous model 
through P2X7 purinoreceptor basal activation: role of molecular weight ».  
(Cf. ANNEXES – ARTICLE 1) 
 
3.1.1.1. Objectifs 
Le but de notre travail est dans un premier temps d’étudier le rôle du HA dans la 
phase inflammatoire du processus de la cicatrisation et dans un deuxième temps le rôle 
du poids moléculaire du HA durant la phase proliférative de la cicatrisation et 
comprendre comment ce biopolymère physiologique pourrait favoriser la cicatrisation 
sur un modèle de monocouche de kératinocytes humains. Nous avons évalué la 
fermeture des plaies, la prolifération cellulaire, l'expression du récepteur CD44 et la 
protéine de jonction ZO-1 (protéine présente dans les jonctions serrées de l'épithélium), 
et l'activation du récepteur P2X7 après incubation des cellules avec du HA natif (HMW-
HA) et des fragments de différentes tailles (MMW-HA et LMW-HA).  
 
3.1.1.2. Approche expérimentale  
Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet du HA sur la réponse inflammatoire 
déclenchée au cours du processus de cicatrisation. Pour ce faire, nous avons choisi un 





Le relargage de la cytokine proinflammatoire IL-ͳȾ et la production des ERO ont été 
mesurés sur les surnageants de culture de cellules macrophagiques. 
 
Figure 24 : Relargage d’IL-1Ⱦ. Les cellules U937 transformées en macrophages sont incubées pendant 2h 
avec du HMW-HA à 0,2%, puis le LPS de E. Coli est ajouté et les cellules sont remises à l’incubateur. Après 
24h, les surnageants sont récupérés et un test ELISA est effectué pour évaluer le relargage d’interleukine-ͳȾǤ Le trait correspond au témoin à 100%.  ***p <0,001vs LPS. 
                           
Le HMW-HA, n’a aucun effet proinflammatoire par lui-même, de plus il a des 
propriétés anti-inflammatoires. En effet la production de l’IL-1Ⱦ ± 
cellules sont incubées avec du LPS en présence du HMW-HA. 
 
Dans certaines pathologies, l’inflammation est souvent associée à un stress 
oxydant. Nous nous sommes intéressée à l’effet du HA sur la production des espèces 
réactives de l’oxygène sur des macrophages humains incubés avec du LPS en présence 
du HMW-HA. 
 
Figure 25 : Production des espèces réactives de l’oxygène. Les cellules U937 transformées en 
macrophages sont incubées pendant 2h avec du HMW-HA à 0,2%, puis le LPS de E. Coli est ajouté et les 
cellules sont remises à l’incubateur. Un test H2DCF-DA est réalisé en cinétique sur les cellules vivantes 
pour évaluer la production des ERO. Losange : témoin, triangle: HMW-HA, carré : LPS.  ***p <0,001 vs LPS. 
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Nous avons étudié la production des espèces réactives de l’oxygène sur une 
cinétique d’une heure. Nos résultats montrent que le HMW-HA inhibe la production des 
espèces réactives de l’oxygène comparé au témoin positif.  
Dans un second volet de notre étude nous avons étudié l’effet des trois HA sur la 
fermeture de la plaie sur notre modèle cutané en monocouche (scratch test, Figure 26).  
  
 
Figure 26 : Fermeture de la plaie. Après 24h de privation en SVF, la plaie a été effectuée à l’aide d’un 
cône de pipette de 1000µL, ensuite les cellules HaCat ont été incubées avec le HA à 0,2% pendant 24h. 
(A) : milieu de culture, (B) : HMW-HA, (C) : MMW-HA, (D) : LMW-HA. (E) : Quantification de la surface de 
la plaie exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurée à trois endroits différents de la plaie à D0 
sur D1. ***p<0,001 vs milieu de culture. 
 
Nous avons montré que seul le MMW-HA (poids moléculaire compris entre 100 et 
300kDa) induit une amélioration de la cicatrisation. La vitesse de cicatrisation est trois 
fois supérieure au témoin. Pour mieux comprendre les mécanismes mis en jeu, nous 





Figure 27 : Prolifération cellulaire. Les cellules HaCat ont été incubées avec du HA à 0,2% pendant 6 
jours. Chaque jour, les cellules ont été comptées à l’aide d’un hématimètre. Cercle: milieu de culture, 
triangle: HMW-HA, carré: MMW-HA, losange: LMW-HA. ***p <0,001 vs milieu de culture. 
  
Nos résultats montrent qu’à partir du cinquième jour le MMW-HA induit une 
augmentation significative de la prolifération cellulaire par rapport au témoin, le HMW-
HA-HA et le LMW n'ont aucun effet sur la prolifération cellulaire. 
Le MMW-HA stimule la fermeture de plaie et la prolifération cellulaire. Un 
épithélium n’est fonctionnel que s’il exprime des marqueurs spécifiques tels que la 
protéine Zonula Occludens : ZO-1 (protéine marqueur des jonctions serrées).  
 
Figure 28 : Expression du récepteur ZO-1. Après privation en SVF, les cellules HaCat ont été incubées 
avec du HA à 0,2%. Après 24h, les cellules ont été ensuite marquées avec un anticorps anti-ZO-1. 
L’expression de cette protéine a été évaluée en cytométrie de flux.  En noir le milieu de culture, en gris le 
traitement. (A) : HMW-HA, (B) : MMW-HA, (C) : LMW-HA. 
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Nos résultats montrent que le MMW-HA induit une augmentation de l’expression 
de la protéine ZO-1 par rapport au contrôle. Le CD44 est considéré comme le récepteur 
le plus connu des HA, nous avons analysé l’expression de ce récepteur.  
 
Figure 29 : Expression de la protéine CD44. Après privation en SVF, les cellules HaCat ont été incubées 
avec du HA à 0,2%. Après 24h, les cellules ont été ensuite marquées avec un anticorps anti-CD44. 
L’expression de ce récepteur a été évaluée en cytométrie de flux. En noir le milieu de culture, en gris le 
traitement. (A) : HMW-HA, (B) : MMW-HA, (C) : LMW-HA. 
 
Dans notre modèle la stimulation de la cicatrisation et la prolifération cellulaire 
observées avec le MMW-HA ne sont pas associées à une augmentation de l’expression du 
récepteur CD44. Pour aller plus loin dans la compréhension du mécanisme de la 








L’activation de ce récepteur a été analysée après incubation des cellules avec du 
HA à différents poids moléculaires en ajoutant ou pas un inhibiteur spécifique de ce 
récepteur le Brillant Blue G (BBG). 
 
Figure 30 : Activation du récepteur P2X7. Les cellules HaCat ont été incubées avec du HA à 0,2%. Après 
24h, un test YO-PRO-1 est réalisé pour évaluer l’ouverture des pores P2X7. A gauche sans BBG, à droite 
avec BBG. (A) contrôles sans BBG, (B) : HMW-HA, (C) : MMW-HA, (D) : LMW-HA.  
Une légère activation du récepteur P2X7 est observée suite à l’incubation des 
cellules avec le MMW-HA. Cette activation est inhibée quand les kératinocytes sont 
préincubés avec l’inhibiteur spécifique du récepteur P2X7 (BBG).  
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L’activation du récepteur P2X7 est souvent associée à une perte de viabilité 
cellulaire. Nous avons vérifié si dans notre modèle la légère activation du récepteur 
P2X7 observée avec le MMW-HA n’induit pas une perte de la viabilité cellulaire.  
 
Figure 31 : Viabilité cellulaire. Les cellules HaCat ont été incubées avec du MMW-HA à 0,2% pendant 
24h. La viabilité cellulaire a été évaluée avec un test au Rouge Neutre. Gris: sans inhibiteur spécifique de 
P2X7 (BBG), noir: avec un inhibiteur spécifique de P2X7 (BBG). 
 


















Pour confirmer l’hypothèse selon laquelle l’activation basale du récepeteur P2X7 
est inmpliquée dans la fermeture de la plaie, nous avons analysé ce paramétre après une 
préincubation des cellules avec du BBG.     
 
Figure 32 : Fermeture de la plaie. Après 24h de privation en SVF, la plaie a été effectuée à l’aide d’un 
cône de pipette de 1000µL, ensuite les cellules HaCat ont été incubées avec le HA à 0,2% pendant 24h. (A) 
: contrôle sans inhibiteur spécifique de P2X7 (BBG), (B) : MMW-HA sans inhibiteur spécifique de P2X7 
(BBG), (C) : MMW-HA avec inhibiteur spécifique de P2X7 (BBG), (E) : Quantification de la surface de la 
plaie exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurée à trois endroits différents de la plaie à D0 
sur D1. ***p<0,001 vs milieu de culture. 
La préincubation des cellules avec le BBG avant l’ajout du MMW-HA, abolit l’effet 
du biopolymère de poids moléculaire moyen sur la cicatrisation en monocouche.  
 
3.1.1.3. Discussion  
Le HA est utilisé en clinique dans les pansements pour ses propriétés 
hygroscopiques (le HA absorbe jusqu'à 1000 fois son poids en eau). Le HA du HAut poids 
moléculaire a la capacité d'absorber l'eau et maintenir la plaie dans un environnement 
humide favorable à la cicatrisation. Par ailleurs,  le HA du HAut poids moléculaire agirait 
comme un film protecteur qui pourrait être indispensable pour protéger la plaie des 
E
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contaminations extérieures et améliorer la cicatrisation. Dans notre étude nous avons 
montré que non seulement le HMW-HA n’induit pas d’inflammation ou de stress 
oxydant, mais il a un effet anti-inflammatoire et antioxydant en inhibant la production 
d’IL-ͳȾ±°±ǯ°
LPS. La fixation du LPS sur ses récepteurs TLR1 et TLR4 induit la production des ERO et 
l’activation de la réponse inflammatoire. La capacité du HMW-HA à former un film 
protecteur autour de la cellule empêcherait la fixation du LPS à ses récepteurs et 
l’activation des voies de signalisation déclenchées suite à cette fixation.  De plus, des 
études ont montré que la fixation du HMW-HA aux récepteurs ICAM induit l’inhibition 
de la protéine NF-Ɉǡ±régulant de nombreux gènes, dont les gènes codant 
les cytokines et les chimiokines, ce qui expliquerait l’absence de la production d’IL-1Ⱦ
(Hiramitsu et al., 2006 ; Yasuda, 2007). D’autres études ont mis en évidence les effets 
protecteurs du HMW-HA contre le stress oxydant, confirmant ainsi nos résultats (Campo 
et al., 2004; Presti and Scott, 1994 ). Dans la seconde partie de notre travail, nous nous 
sommes focalisée sur son rôle du poids moléculaire du HA dans la cicatrisation des 
plaies. Nous avons constaté durant notre étude que le MMW-HA stimule plus la 
cicatrisation que le HMW-HA et le LWM-HA. En effet, malgré ses propriétés 
hygroscopiques, le HMW-HA n'est pas un meilleur agent cicatrisant contrairement au 
MMW-HA qui joue un rôle important dans la cicatrisation. La modulation de la 
prolifération cellulaire par des HA est dépendante de leur poids moléculaire (Evanko et 
al., 1999 ; Papakonstantinou et al., 1995). Les hyaluronidases, enzymes responsables de 
la dégradation du HA, stimulent la prolifération cellulaire conduisant à la conclusion que 
la HMW-HA doit être dégradée pour stimuler la prolifération cellulaire (Moczar and 
Robert, 1993). L'importance de la dégradation des HA dans la prolifération cellulaire a 
été confirmée par une étude récente montrant que les HA du HAuts poids moléculaire 
diminuent la prolifération des astrocytes, mais leur dégradation en fragments plus petits 
induit l’activation et la prolifération des astrocytes (Khaing et al., 2011) ce qui confirme 
nos résultats. En effet,  nous avons observé que le HMW-HA ne stimule pas la 
prolifération cellulaire, cette absence de stimulation pourrait être expliquée par 
l’absence de hyaluronidases dans notre modèle expérimentale. Au contraire, le MMW-
HA stimule la prolifération cellulaire par rapport au témoin. Le fait que le LMW-HA n'a 
aucun effet sur la prolifération cellulaire n’était pas surprenant étant donné que le LMW-
HA est pro-inflammatoire (Campo et al., 2010a ; Campo et al., 2010b). Ainsi, l'utilisation 
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de ce HA pourrait potentialiser l'inflammation dans la plaie conduisant à des lésions 
tissulaires. Les jonctions cellule-cellule sont des facteurs importants pour la cicatrisation 
des plaies. En reliant deux cellules voisines d'une manière contrôlée, les jonctions 
serrées jouent un rôle central dans les communications cellule-cellule au niveau des 
épithéliums simples et endothéliums. Ces jonctions sont composées de protéines 
transmembranaires telles que les occludines, les molécules d'adhésion jonctionnelles 
(JAM) et les protéines ZO-1, -2 et -3 (Steed et al., 2010). De plus, les jonctions serrées 
jouent un rôle crucial dans la formation de la barrière de diffusion épidermique. Une 
étude sur l’expression des protéines de jonctions serrées comme ZO-1, sur un modèle de 
peau humaine, a montré que la protéine ZO-1 est exprimée dans la phase précoce du 
processus de cicatrisation des plaies (Brandner et al., 2002). Dans notre modèle, 
l'incubation des cellules avec le MMW-HA induit une augmentation de l’expression de la 
protéine ZO-1 par rapport au témoin. De plus de la stimulation de la prolifération 
cellulaire et la cicatrisation des plaies, le MMW-HA augmente l'expression de la protéine 
ZO-1, montrant que la monocouche d’épithélium reconstruit dans notre modèle possède 
des propriétés fonctionnelles. Pour comprendre comment le MMW-HA favorise la 
fermeture de la plaie et la prolifération cellulaire, nous avons étudié l’expression du 
récepteur principal du HA, le CD44, ainsi que l'activation du purinorécepteur P2X7. Les 
résultats que nous avons obtenus montrent que l'incubation des cellules avec le MMW-
HA n'a pas d'effet sur l’expression du récepteur CD44. Cela indique que, dans notre 
modèle, la cicatrisation observée avec le MMW-HA n'est pas liée à la modulation de 
l'expression du récepteur CD44, mais sans doute à l’activation d’une autre voie de 
signalisation cellulaire. Récemment, plusieurs études ont mis en évidence la possibilité 
que les liaisons du HA à son récepteur le CD44 permettent sa redistribution dans les 
radeaux lipidiques, et le recrutement et l’assemblage de plusieurs molécules de 
signalisation pour faciliter la transduction des signaux (Foger et al., 2001 ; Ghatak et al., 
2005). Parmi les récepteurs présents dans radeau lipidique, nous étudierons 
particulièrement le récepteur purinergique P2X7. Ce récepteur P2X7 a été identifié 
comme un récepteur cytolytique (Surprenant et al., 1996), mais il a ensuite été montré 
que l'activation basale du récepteur P2X7 augmente de calcium mitochondrial et stimule 
la prolifération cellulaire (Adinolfi et al., 2005 ; Bianco et al., 2006). L'activation du 
récepteur P2X7 a un double rôle : la prolifération cellulaire après activation basale et 
une cytolyse après activation élevée. Le rôle de l'activation du récepteur P2X7 dans la 
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cicatrisation des plaies a été mis en évidence dans la cornée (Mayo et al., 2007). Les 
mêmes auteurs ont montré que des souris n’exprimant pas le récepteur P2X7 ont un 
défaut de cicatrisation des plaies (Mayo et al., 2008). Nos résultats montrent que le 
MMW-HA induit une légère activation du récepteur P2X7, et cette activation légère n'est 
pas accompagnée d'une perte de viabilité cellulaire. L’activation basale du récepteur 
P2X7 joue un rôle essentiel dans la cicatrisation des plaies, en effet, la préincubation des 
cellules avec le BBG, inhibiteur spécifique du récepteur P2X7 (Jiang et al., 2000 ; Peng et 
al., 2009), inhibe la fermeture de la plaie observée avec le  MMW-HA. Ces résultats ont 
montré que, lorsque du récepteur P2X7 est inhibé, le MMW-HA perd ses propriétés 
curatives. Selon nos résultats, le MMW-HA semble être le meilleur agent de cicatrisation 
par rapport aux LMW-HA et HMW-HA. Notre étude nous a permis de mieux comprendre 
le mécanisme par lequel agit le HA dans le processus de la cicatrisation des plaies. Nous 
avons démontré que le HMW-HA n'est pas le meilleur biopolymère pour stimuler la 
cicatrisation des plaies et la prolifération cellulaire, mais plutôt des HA autour de 150 
kDa. Nous avons également souligné pour la première fois la relation entre le MMW-HA 
et l'activation basale des récepteurs P2X7 dans la cicatrisation des plaies. Ensemble, ces 
résultats montrent que l'utilisation topique du MMW-HA dans des pansements doit être 




3.1.2. Cicatrisation et fibroblastes : Évaluation de l’impact du poids 
moléculaire du HA et l’activation du récepteur P2X7  
3.1.2.1. Objectifs 
Nous venons de voir que le HA joue selon son poids moléculaire un rôle dans la 
cicatrisation cellulaire sur un modèle cellulaire de kératinocytes. Dans cette étude nous 
nous sommes intéressée aux effets du HA sur les cellules dermiques (une couche plus 
profonde du tissu cutané). Sur des fibroblastes murins, nous avons étudié la 
prolifération cellulaire et le cytosquelette.   
 
3.1.2.2. Approche expérimentale  
Dans un premier temps nous avons analysé l’effet du HA de différents poids 
moléculaires sur la fermeture de la plaie sur un modèle de cicatrisation en monocouche 
de fibroblastes. 
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Figure 33 : Fermeture de la plaie. Après 24h de privation en SVF, la plaie a été effectuée à l’aide d’un 
cône de pipette de 1000µL, ensuite les cellules NCTC 929 ont été incubées avec le HA à 0,2% pendant 24h. 
(A) : milieu de culture, (B) : HMW-HA, (C) : MMW-HA, (D) : LMW-HA, (E) : Quantification de la surface de 
la plaie exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurée à trois endroits différents de la plaie à D0 
sur D1. ***p<0,001 vs milieu de culture. 
Aucun effet sur la fermeture de la plaie n’est observé avec les HA de différents 












Pour expliquer cette absence d’effets nous avons analysé les effets du HA de 
différents poids moléculaire sur la prolifération cellulaire. 
Figure 34 : Prolifération cellulaire. Les cellules NCTC 929 ont été incubées avec du HA à 0,2% pendant 6 
jours. Chaque jours, les cellules sont comptées à l’aide d’un hématimètre. Cercle: milieu de culture 
cellulaire, triangle: HMW-HA, carré: MMW-HA, losange: LMW-HA. 
 
Nos résultats montrent qu’aucun des trois HA n’induit une prolifération cellulaire 
comparée au milieu de culture. Lors du scratch test, nous avons observé un changement 
de la forme de cellules qui deviennent beaucoup plus allongées à J1. Le cytosquelette est 
à l’origine des changements qui peuvent toucher la morphologie des cellules, nous nous 















Nous avons donc marqué l’actine l’une des protèines principales du 
cytosquelette. 
 
Figure 35 : Marquage du cytosquelette x40. Après 24h de privation en SVF, la plaie a été effectuée à 
l’aide d’un cône de pipette de 1000µL, ensuite les cellules NCTC 929 ont été incubées avec le HA à 0,2%. 
Après 24h, un marquage d’actine a été réalisé. Les photos ont été prises au bord de la plaie. (A) : milieu de 
culture, (B) : HMW-HA, (C) : MMW-HA, (D) : LMW-HA.  
Nos résultats sur les fibroblastes montrent que seul le LMW-HA a un effet sur le 
cytosquelette. Les fibroblastes incubés avec le LMW-HA (20000Da) semblent être 
beaucoup plus allongées que les fibroblastes traités avec le HMW-HA et le MMW-HA. Au 
vu de sa localisation transmembranaire, le récepteur P2X7 est en contact avec les 
éléments intracellulaires en particulier le cytosquelette. En effet, différentes études ont 
montré le rôle du récepteur P2X7dans la réorganisation du cytosquelette. Nous avons 
donc vérifié  si les modifications observées du cytosquelette sont dues à une activation 
de ce récepteur. Les fibroblastes ont été incubés pendant 20 minutes avec le BBG 
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(inhibiteur spécifique du récepteur P2X7) avant le scratch test et l’incubation avec le HA 
de différents poids moléculaire.  
 
Figure 36 : Marquage du cytosquelette x20. Après 24h de privation en SVF, la plaie a été effectuée à 
l’aide d’un cône de pipette de 1000µL, ensuite les cellules NCTC 929 ont été incubées avec le HA à 0,2%. 
Après 24h, un marquage d’actine a été réalisé. Les photos ont été prises au bord de la plaie. (A) : LMW-HA 
sans BBG, (B) : LMW-HA avec BBG.
La photo (A) montre que sans le BBG les fibroblastes forment au niveau du bord 
de la plaie des prolongements du cytosquelette alors que la préincubation des cellules 
avec le BBG (photo B) inhibe la formation de ces prolongements. 
 
3.1.2.3. Discussion  
Le HA est un polysaccharide qui se trouve naturellement dans le corps humain à 
dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux. Le HA assume également deux 
fonctions très importantes dans la cicatrisation des plaies. Il joue un rôle dans la 
prolifération et la migration cellulaire. Dans un premier temps le HA forme une 
structure temporaire dans les premiers stades de la plaie (Gill, 1998). Cette structure 
permet de faciliter la diffusion des approvisionnements nutritifs et contribue à 
débarrasser la plaie des déchets produits par le métabolisme cellulaire.  En outre, parce 
que le HA est une macromolécule hygroscopique, il permet le contrôle de l'hydratation 
pendant les périodes de cicatrisation des plaies et le processus inflammatoire associé 
(lorsque les niveaux sont élevés du HA). La présence de niveaux élevés du HA au cours 
de ce processus est importante pour la prolifération et la migration cellulaire (Culp et al., 
1979). Lors d’une plaie cutanée, les systèmes de réparation des dommages sont 
rapidement activés, y compris la prolifération et la migration des fibroblastes vers le site 
de la plaie. Dans notre modèle expérimental, un changement de la forme des cellules au 
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niveau du bord de la plaie pourrait témoigner d’un début de migration cellulaire. En 
effet, des études ont montré que la migration des fibroblastes à partir de la peau 
environnante intacte vers la matrice provisoire est une étape cruciale dans le processus 
de cicatrisation (Clark, 1985).  La migration cellulaire est due à une régulation 
coordonnée du cytosquelette, le réseau d’actine induisant des prolongements à l'avant 
de la cellule et de la myosine permettant la contraction au niveau de l’arrière de la 
cellule (Chung et al., 2001 ; Ridley et al., 2003). D’autre part, des études ont montré que 
le HA est capable de modifier l'organisation du cytosquelette des fibroblastes et par 
conséquent affecte la locomotion et l’orientation cellulaire (Boraldi et al., 2003). Nous 
nous sommes donc intéressée à l’étude du cytosquelette. Seul le LMW-HA (20000Da) 
induit un changement de forme  des fibroblastes.  Stren et ses collaborateurs ont montré 
que le HA de bas poids moléculaire permet la migration et le recrutement des 
fibroblastes au niveau de la plaie (Stern et al., 2006). Par ailleurs, aucune fermeture de 
plaie n’a été observée dans notre modèle expérimental ; ceci pourrait être expliquée par 
un déficit de production de collagène qui facilite la migration cellulaire. Outre 
l’implication du HA dans l'organisation du cytosquelette, d’autres études ont montré que 
le récepteur P2X7 joue également un rôle dans le réarrangement du cytosquelette 
(Pfeiffer et al., 2004). En effet, l’activation du récepteur P2X7 induit des changements de 
la morphologie cellulaire (Virginio et al., 1999). L’incubation de cellules avec le BBG, 
inhibiteur spécifique du récepteur P2X7 (Jiang et al., 2000 ; Peng et al., 2009) bloque 
l’allongement des cellules au niveau du bord de la plaie.  Selon nos résultats, un apport 
de LMW-HA pourrait favoriser la migration des fibroblastes. Nous avons également 
souligné pour la première fois la relation entre le LMW-HA et l’implication des 
récepteurs P2X7 dans la migration cellulaire lors de la cicatrisation des plaies. Ensemble, 
ces résultats montrent que l’association du LMW-HA avec d’autres agents cicatrisants 











3.2.  Modulation du microenvironnement lipidique  
Au vu de la localisation du récepteur P2X7 au niveau des radeaux lipidiques 
(lipids rafts), nous avons émis l’hypothèse selon laquelle un apport en acides gras 
insaturés impacterait l’activation du récepteur P2X7 en modifiant son 
microenvironnement lipidique. Nos travaux préliminaires confirment cette hypothèse. 
En effet, nous avons montré qu’un apport en acide oléique et linoléique (deux acides 
gras majeurs de l’huile de Calophylum inophyllum) même à faible concentration induit 
l’activation du récepteur P2X7. Cette activation n’est pas accompagnée d’une perte de la 
viabilité cellulaire.  
 
Figure 37 : Activation du récepteur P2X7. Les cellules B16-F0 ont été incubées avec les différentes 
concentrations des acides gras. Après 24h, un test YO-PRO-1 est réalisé pour évaluer l’ouverture des pores 
P2X7. En gris foncé : acide linoléique, gris clair : acide oléique.  ***p<0,001 vs milieu de culture, 
$$$p<0,001 vs milieu de culture, £££p<0,001 vs acide linoléique.
 
Figure 38 : Viabilité cellulaire. Les B16-F0 ont été incubées avec les différentes concentrations des 
acides gras. Après 24h, la viabilité cellulaire a été évaluée avec un test Alamar Blue.
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3.2.1. Cicatrisation et inflammation : Rôle de l’activation du 
récepteur P2X7  
Ce travail a fait l’objet d’une publication soumise dans la revue Journal of 
Immunology en 2012 sous le titre « Calophyllum inophyllum tropical nut oil (PR20 
extract) modulates Sirt-1 activity and improves wound healing on in vitro cutaneous 
model through P2X7 purinoreceptor basal activation ». 
(Cf. ANNEXES – ARTICLE 2) 
 
3.2.1.1. Objectifs  
A notre connaissance il y a peu d’études scientifiques qui portent sur la 
compréhension des mécanismes d’action de l’huile de Calophyllum inophyllum sur le 
processus de la cicatrisation. Dans notre étude nous avons essayé de comprendre 
comment l’huile de noix tropicale Calophyllum inophyllum a des effets bénéfiques sur la 
cicatrisation.  Nous avons étudié la phase inflammatoire en analysant la capacité de 
phagocytose, l   Ⱦ-défensines-2 et de l’IL-ͳȾ   
humains. Nous avons également évalué la fermeture de la plaie sur une monocouche de 
cellules de peau humaine. 
 
3.2.1.2. Approche expérientale  
Dans un premier temps, nous avons analysé les effets de l’huile de noix tropicale 












Nous nous sommes intéressée à la phagocytose l’une des caratérisques des cellules 
macrophagiques du système immunitaire  
 
Figure 39 : Phagocytose. Les macrophages issus de la transformation des monocytes U937 ont été 
incubés pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les 
cellules ont été rincées et incubées dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. La phagocytose a été 
ensuite évaluée. **p<0,005 vs milieu de culture.
L’huile de Calophyllum inophyllum à 1 % stimule significativement la phagocytose 
par rapport au milieu de culture.  
La réponse immunitaire peut être associée d’un phénomène inflammatoire nous 
avons analysé la production de la cytokine IL-ͳȾǡ ǯ  kines majeurs de 
l’inflammation. 
 
Figure 40 : Relargage de la cytokine IL-ͳȾǤ Les cellules U937 transformées en macrophages sont 
incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum. Les cellules sont 
ensuite rincées et remises à l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF. Après 24h, les surnageants sont 
récupérés et un test ELISA est effectué pour évaluer le relargage d’interleukine-ͳȾǤ**p<0,005 vs milieu de 
culture.  
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Nos résultats montrent que l’huile de Calophyllum inophyllum à 1% et 2% stimule 
une légère production d’IL-ͳȾǤ 
La production de l’IL1-Ⱦ±±ʹ͹Ǥ
donc évalué l’activation du récepteur P2X7 après incubation des cellules avec l’huile de 
Calophyllum inophyllum à 1 % et 2 %.  
Figure 41 : Activation du récepteur P2X7. Les cellules U937 transformées en macrophages sont 
incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les 
cellules ont été rincées et mise en culture dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. Pour le traitement 
avec le BBG (inhibiteur spécifique de P2X7), les cellules sont préincubées 20 minutes avec le BBG avant 
l’incubation avec les différentes concentrations d’huile de C. inophyllum. Après les 24h d’incubation, un 
test YO-PRO-1 est ensuite réalisé afin d’évaluer l’ouverture des pores P2X7. ***p<0,001 vs milieu de 
culture, $p<0,01 vs C. inophyllum à 2% sans BBG. 
 
Les résultats montrent que l’incubation des macrophages avec l’huile de 
Calophyllum inophyllum induit une activation du récepteur P2X7. Cette activation est 










L’activation du récepteur P2X7 pourrait être accompagnée d’une perte de la 
viabilité cellulaire. Nous avons vérifié si dans notre modèle la légère activation du 
récepteur P2X7 observée avec l’huile de Calophyllum inophyllum n’entraîne pas une 
perte de la viabilité cellulaire.  
Figure 42 : Viabilité cellulaire. Les cellules U937 transformées en macrophages sont incubées pendant 
15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum. Les cellules sont ensuite rincées et 
remises à l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF. Après 24h, un test Alamar Blue est effectué pour 
analyser la viabilité cellulaire. ***p<0,001 vs milieu de culture.
 
D’après nos résultats l’activation du récepteur P2X7 observée après incubation 













Des études ont montré que le récepteur P2X7 joue un rôle dans la phagocytose. 
Pour confirmer si l’activation du récepteur P2X7 observée après l’incubation des cellules 
avec l’huile de Calophyllum inophyllum et la stimulation de la phagocytose sont liées, 
nous avons évalué la stimulation de la phagocytose après préincubation des cellules 
avec le BBG.     
Figure 43 : Phagocytose. Les macrophages issus de la transformation des monocytes U937 ont été 
incubés pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les 
cellules ont été rincées et incubées dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. Pour le traitement avec de 
BBG, les cellules sont préincubées 20 minutes avec le BBG. La phagocytose a été évaluée après les 24h 
d’incubation. **p<0,01 vs milieu de culture. 
Les résultats montrent que la préincubation des cellules avec le BBG inhibe la 













La cytokine IL-ͳȾ±ǯǯȾ-défensines-2, un peptide antibactérien présent au niveau de la peau.  
 
Figure 44 : Relargage Ⱦ-defensine-2. Les cellules U937 transformées en macrophages sont 
incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum. Les cellules sont 
ensuite rincées et remises à l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF. Après 24h, les surnageants sont 
récupérés et un test ELISA est effectué pour évaluer le relargage d’interleukine-ͳȾǤ *p<0,01 vs milieu de 
culture 
 
Dans notre modèle, l’huile de Calophyllum inophyllum à 2% induit la production  Ⱦ-défensines-2.  La stimulation du phénomène inflammatoire est très importante 
dans le processus de cicatrisation, car elle permet de protéger la plaie d’éventuelles 
contaminations extérieures, par contre une stimulation très forte ou mal contrôlée peut 
au contraire être néfaste et au lieu d’améliorer la cicatrisation va entraîner son retard, 










Nous nous sommes intéressée à l’étude de l’activation de l’enzyme Sirtuine-1, une 
histone-désacétylase dépendante de NAD+. Cette enzyme régule négativement le 
phénomène inflammatoire. 
 
Figure 45 : Stimulation de l’activité de la protéine Sirt-1. Les cellules HaCat ont été incubées pendant 
15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées 
et mise en culture dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. L’activité de la protéine SIRT-1 a été 
effectuée après les 24h d’incubation. *p<0,01 vs milieu de culture, **p<0,005 vs milieu de culture.
 
L’activité de la protéine SIRT-1 est augmentée suite à l’incubation des 
kératinocytes avec les différentes concentrations d’huile de Calophyllum inophyllum. Une 
activation régulée du phénomène inflammatoire est indispensable pour le processus de 











Pour étudier la fermeture de la plaie avec l’huile de Calophyllum inophyllum, nous 
avons réalisé deux protocoles différents. Pour le premier, les kératinocytes sont incubés 
avec les différentes concentrations d’huile de Calophyllum inophyllum avant d’effectuer 
la plaie, alors que pour le deuxième protocole c’est l’inverse, c’est-à-dire que la plaie est 
effectuée en premier avant l’incubation avec les différentes concentrations d’huile de 
Calophyllum inophyllum.  
Figure 46 : Fermeture de la plaie #Protocole 1. Après 24h de privation en SVF, les cellules HaCat ont 
été incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d’huile de C. inophyllum, ensuite les 
HaCat sont rincées et remises dans l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF.  Après 6h d’incubation, la 
plaie a été effectuée à l’aide d’un cône de pipette de 1000µL. (A) : milieu de culture, (B) : C.inophyllum à 
1%, (C) : C.inophyllum à 2%, (E) : Quantification de la surface de la plaie exprimée par le ratio des 
moyennes de largeur mesurée à trois endroits différents de la plaie à D0 sur D1. **p<0,005 vs milieu de 
culture, ***p<0,001 vs milieu de culture.  
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Figure 47 : Fermeture de la plaie #Protocole 2. Après 24h de privation en SVF, la plaie a été effectuée à 
l’aide d’un cône de pipette de 1000µL. Les cellules HaCat sont ensuite rincées et incubées pendant 15 
minutes avec les différentes concentrations d’huile de C. inophyllum. Les HaCat sont rincées et remises 
dans l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF.  (A) : milieu de culture, (B) : C.inophyllum à 1%, (C) : 
C.inophyllum à 2%, (E) : Quantification de la surface de la plaie exprimée par le ratio des moyennes de 
largeur mesurée à trois endroits différents de la plaie à D0 sur D1. **p<0,005 vs milieu de culture.
 
L’incubation des cellules avec les différentes concentrations d’huile de 
Calophyllum inophyllum induit la fermeture de la plaie quel que soit le protocole suivi. 
Par ailleurs, l’incubation de cellules avec l’huile de Calophyllum inophyllum à 2% avant le 
scratch test stimule beaucoup plus la cicatrisation comparée au Calophyllum inophyllum 
à 1%. En effet, le facteur de cicatrisation est augmenté jusqu’à six fois plus (Figure 46). 
Au vu de son rôle dans la prolifération cellulaire, nous avons émis une hypothèse selon 
laquelle la cicatrisation observée avec l’huile de Calophyllum inophyllum pourrait être 
E
132 
due à l’activation du récepteur P2X7. Pour confirmer cette hypothèse, l’analyse de la 
fermeture de la plaie a été réalisée après une préincubation des cellules avec le BBG. 
Nous avons suivi les mêmes procédures des deux protocoles (1 et 2) sauf qu’on a ajouté 
une étape d’incubation des cellules avec le BBG avant le scratch test. 
 
Figure 48 : Fermeture de la plaie #Protocole 1. Après 24h de privation en SVF, les cellules HaCat ont été incubées 
pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d’huile de C. inophyllum, ensuite les HaCat sont rincées et 
remises dans l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF.  Après 6h d’incubation, les cellules ont été incubées 20 
minutes avec le BBG ensuite la plaie a été effectuée à l’aide d’un cône de pipette de 1000µL. (A) : milieu de culture, (B) 
: C.inophyllum à 1%, (C) : C.inophyllum à 2%. (A) : milieu de culture, (B) : C.inophyllum à 1%sans BBG, (C) : 




Figure 49 : Quantification de la largeur de la plaie #Protocole 1. Après 24h de privation en SVF, les 
cellules HaCat ont été incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d’huile de C. 
inophyllum, ensuite les HaCat sont rincées et remises dans l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF.  
Après 6h d’incubation, les cellules ont été incubées 20 minutes avec le BBG ensuite la plaie a été effectuée 
à l’aide d’un cône de pipette de 1000µL. L’histogramme représente la quantification de la surface de la 
plaie exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurée à trois endroits différents de la plaie à D0 
sur D1. **p<0,005 vs milieu de culture, ***p<0,001 vs milieu de culture.
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Figure 50 : Fermeture de la plaie #Protocole 2. Après 24h de privation en SVF, les cellules HaCat ont été incubées 
20 minutes avec le BBG avant la plaie. Les cellules sont incubées 15 minutes avec les différentes concentrations d’huile 
de C. inophyllum. Les HaCat sont ensuite rincées et remises dans l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF.  (A) : 
milieu de culture, (B) : C.inophyllum à 0,1% sans BBG, (C) : C.inophyllum à 0,2% sans BBG, (D) : C.inophyllum à 0,1% 




Figure 51 : Quantification de la largeur de la plaie #Protocole 2. Après 24h de privation en SVF, les 
cellules HaCat ont été incubées 20 minutes avec le BBG avant la plaie. Les cellules sont incubées 15 
minutes avec les différentes concentrations d’huile de C. inophyllum. Les HaCat sont ensuite rincées et 
remises dans l’incubateur dans du milieu à 2,5 % de SVF. L’histogramme représente la quantification de la 
surface de la plaie exprimée par le ratio des moyennes de largeur mesurée à trois endroits différents de la 
plaie à D0 sur D1. **p<0,005 vs milieu de culture. 
 
Les résultats montrent que pour les deux protocoles, la préincubation des cellules 
avec le BBG inhibe les effets positifs de l’huile de Calophyllum inophyllum sur la 
fermeture de la plaie.   
 
3.2.1.3. Discussion 
La réponse inflammatoire est la première étape du processus de cicatrisation. Les 
pansements utilisés aujourd'hui se distinguent principalement par les composés qu'ils 
contiennent, on trouve par exemple des pansements contenant des acides gras. Les 
acides gras ont la capacité de protéger la plaie contre les infections dues à des invasions 
des micro-organismes et la perte massive d'eau, favorisant ainsi un 
microenvironnement approprié pour la cicatrisation (Declair, 1997). Au cours de la 
phase inflammatoire courte et précoce, les macrophages exercent diverses fonctions 
comme la présentation d'antigène, la phagocytose et la production de cytokines 
proinflammatoires qui facilitent le processus de cicatrisation. Les acides gras ont un rôle 
important dans les réponses immunitaires et inflammatoires (Gorjao et al., 2007; Peres 
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et al., 2005 ). Nos résultats montrent que l'huile Calophyllum inophyllum stimule la 
réponse immunitaire en augmentant la phagocytose, la production d’IL-ͳȾ et les Ⱦ-
défensines-2. Nous avons également montré sur des kératinocytes que l'huile 
Calophyllum inophyllum stimule l'activité de la protéine SIRT-1 et induit la fermeture de 
la plaie. La phagocytose est un mécanisme qui permet à certaines cellules spécialisées 
comme les macrophages d’ingérer des microorganismes. Elle joue un rôle important 
dans la fonction immunitaire, c'est en effet un moyen de défense de l'organisme, 
notamment lors d'infections bactérienne et parasitaire. L’huile Calophyllum inophyllum 
est riche en acides gras insaturés tels que l'acide linoléique et oléique. Le degré 
d'insaturations de l’acide gras contribue à la détermination de la fluidité de la 
membrane, influençant ainsi la phagocytose. En effet, des études antérieures ont montré 
que l'exposition des macrophages à des acides gras saturés ou insaturés modifie la 
phagocytose par les macrophages (Schroit and Gallily, 1979 33). Nos données montrent 
que la capacité de phagocytose est activée après incubation des macrophages l’huile 
Calophyllum inophyllum. En effet, Fuhrmann et al ont montré que l’incubation des 
monocytes avec l’acide linoléique améliore la phagocytose. La production d’IL-1 Ⱦ 
souvent associée à une activation du récepteur P2X7. Nous avons montré dans notre 
modèle que l’huile de Calophyllum inophyllum stimule l’activation du récepteur P2X7. 
Cette activation n’est pas accompagnée d’une perte de viabilité cellulaire et est inhibée 
quand les macrophages sont préincubés avec le BBG (inhibiteur spécifique du récepteur 
P2X7). Gu et al. ont montré qu’une surexpression du récepteur P2X7 augmente 
considérablement la phagocytose. Par ailleurs, l’utilisation d’un inhibiteur du récepteur 
P2X7 tel que l’o-ATP inhibe la phagocytose (Gu et al., 2009b). Dans notre étude, nous 
avons également observé que la préincubation des macrophages avec le BBG induit une 
inhibition de la phagocytose. La phagocytose est souvent associée à un phénomène 
inflammatoire. Dans notre étude, nous nous sommes intéressée à l’IL-ͳȾ une des 
cytokines ayant un impact non négligeable sur la réponse immunitaire et les cellules 
inflammatoires. De plus,  d’autres études ont montré que l’incubation des cellules avec 
des acides gras essentiels tels que l’acide oléique et l’acide linoléique stimule la 
production de l’IL-ͳȾ (Pereira et al., 2008).  En effet, dans notre modèle, nous avons 
montré que l’incubation des macrophages avec l’huile Calophyllum inophyllum, riche en 
acides oléique et linoléique, stimule la libération d’IL-ͳȾ , outre son rôle dans le 
contrôle de la réponse immunitaire, est indispensable pour la stimulation de la 
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prolifération des fibroblastes et des kératinocytes (Werner and Grose, 2003). Par 
ailleurs d’autres études ont montré que l’IL-ͳȾ  ǯ  
antimicrobiens les plus abondants de la peau et indispensables pour le processus de la 
cicatrisation,   Ⱦ-défensines-2 (Harder et al., 1997 ; Lan et al., 2012; Pazgier et al., 
2006 ; Wehkamp et al., 2006 ), ce qui corrobore nos résultats. En effet, nous avons ±Ⱦ-défensines-2 suite à l’incubation des 
macrophages avec l’huile Calophyllum inophyllum. De plus, l’acide linoléique est connu 
pour être un puissant antimicrobien. Ceci pourrait être dû à ses capacités avec l’acide 
oléique à augmenter l’expression et la sécrétion des Ⱦ-défensines-2 (Nakatsuji et al., 
2010; Skrivanova et al., 2005 ).  Le processus de la cicatrisation débute par une réaction 
inflammatoire dont le but est d'éliminer les tissus nécrotiques et de permettre la 
réparation des tissus lésés. Par ailleurs, un processus inflammatoire mal ou peu contrôlé 
entrainerait une perte au lieu d’une réparation tissulaire. La protéine SIRT-1, une 
histone-désacétylase, est connue pour réguler négativement les phénomènes 
inflammatoires en empêchant l’activation de la protéine NF-Ɉǡ  ±  
réponses immunitaires (Hayden and Ghosh, 2008 ; Rajendrasozhan et al., 2008a). Des 
études ont montré que la protéine SIRT1 module l’activation de la protéine NF-Ɉ par 
une désacétylation et empêche l'expression de médiateurs inflammatoires tels que l’IL-
1Ⱦ (Galli et al.; Yeung et al., 2004 ). Dans notre modèle, nous avons observé une 
augmentation de l’activité de la protéine SIRT-1 après incubation des kératinocytes avec 
les différentes concentrations d’huile de Calophyllum inophyllum. La fermeture de la 
plaie est une étape importante dans le processus de la cicatrisation, nous avons analysé 
l’effet de l’huile de Calophyllum inophyllum sur cette étape. Le premier protocole a été 
choisi dans une optique curative (traitement d’une plaie après blessure par exemple), le 
deuxième dans une optique préventive (traitement d’un tissu avant une chirurgie pour 
favoriser la cicatrisation post-traumatique par exemple). Dans les deux protocoles, 
l’huile de Calophyllum inophyllum induit la fermeture de la plaie. Là encore, le recepteur 
P2X7 joue un rôle dans la cicatrisation, car la préincubation des cellules avec le BBG 
(inhibiteur spécifique de P2X7) bloque les effets positifs de l’huile de Calophyllum 
inophyllum sur la fermeture de la plaie. L’huile de Calophyllum inophyllum est utilisée 
dans la médecine traditionnelle des pays tropicaux comme agent cicatrisant. Dans notre 
étude nous avons prouvé scientifiquement comment cette huile pourrait agir sur le 
processus de la cicatrisation. Nous avons également souligné pour la première fois la 
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relation entre l’huile de Calophyllum inophyllum et l'activation basale des récepteurs 
P2X7 dans la cicatrisation des plaies. Ensemble, ces résultats montrent que l'utilisation 
topique de l’huile de Calophyllum inophyllum doit être prise en considération dans des 
pansements (en curatif) et/ou  en pommade (en préventif) pour les traitements 
préopératoires pour favoriser et stimuler la cicatrisation.    
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3.2.2. Activation du récepteur P2X7 : Intérêt potentiel en oncologie 
Ce travail a fait l’objet d’une publication soumise dans la revue International 
Journal of Nanomedecine en 2012 (en révision favorable finale) sous le titre « Lipid 
formulation and nanoemulsion delivery PR20 extract: cytotoxicity assessment on 
melanoma cells and new therapeutic strategy with apoptosis and P2X7 cell death 
receptor activation ». 
(Cf. ANNEXES – ARTICLE 3) 
3.2.2.1. Objectifs   
Le but de notre étude était d'étudier les effets cytotoxiques de l’huile de noix 
tropicale Calophyllum inophyllum sur le mélanome de souris. Pour ce faire, nous avons 
étudié sur les cellules B16-F0 issues de mélanomes murins la viabilité cellulaire, la 
production des espèces réactives de l’oxygène, les perturbations mitochondriales et la 
caspase 8. Nous avons également mis en évidence l’implication du récepteur P2X7 dans 
ce phénomène de cytotoxicité. Nous avons également étudié les effets de l’huile de 
Calophyllum inophyllum sous forme de nanoémulsions.  
    
3.2.2.2.  Approche expérimentale  
Dans un premier temps, nous avons analysé les effets de l’huile de Calophyllum 
inophyllum sur la viabilité cellulaire. L’huile de Calophyllum inophyllum a été désignée 












Nous avons donc évalué l’effet de l’huile de Calophyllum inophyllum sur la viabilité 
des cellules de mélanome. 
Figure 52 : Viabilité cellulaire. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes avec les 
différentes concentrations d’huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées dans du 
milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. La viabilité cellulaire a été évaluée avec le test Alamar Blue après les 
24h. ***p<0,001 vs milieu de culture. 
Les résultats montrent qu’à partir de 5%  l’huile de Calophyllum inophyllum induit 
une perte massive de la viabilité cellulaire. La perte de viabilité cellulaire est souvent 















Nous avons donc analysé cette production après incubation des cellules avec 
l’huile de Calophyllum inophyllum. 
 
Figure 53 : Production des ERO. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes avec les 
différentes concentrations d’huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées dans du 
milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. La production des ERO a été évaluée avec la sonde H2DCF-DA après 
les 24h. ***p<0,001 vs milieu de culture. 
On observe une diminution de la production des espèces réactives de l’oxygène à 
1% d’huile de Calophyllum inophyllum par rapport au milieu de culture. Au-delà, 
l’incubation des cellules avec l’huile de Calophyllum inophyllum induit une augmentation 













La production des ERO est associée à une activation du récepteur de mort 
cellulaire le récepteur P2X7. Nous avons analysé l’activation du récepteur P2X7. 
Figure 54 : Activation du récepteur P2X7. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes 
avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées 
culture dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. Un test YO-PRO-1 est ensuite réalisé afin d’évaluer 
l’ouverture des pores P2X7. *p<0,01 vs milieu de culture, **p<0,005 vs milieu de culture.  
Les résultats obtenus qu’à partir de 5% l’huile de Calophyllum inophyllum 
provoque l’activation du récepteur P2X7. L’activation du récepteur P2X7 entraine la 














Nous avons émis l’hypothèse que dans notre modèle l’activation du récepteur 
P2X7 est à l’origine de la perte de viabilité observé avec l’huile de Calophyllum 
inophyllum. Pour ce faire, nous avons préincubé les cellules B16-F0 20 minutes avec le 
BBG (inhibiteur spécifique de P2X7). 
Figure 55 : Viabilité cellulaire. Les cellules B16-F0 ont été préincubées 20 minutes avec le BBG, ensuite 
elles ont été incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum. Les 
cellules ont été ensuite rincées et incubées dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. Un test Alamar 
Blue est ensuite réalisé afin d’évaluer la viabilité cellulaire. *p<0,01 vs sans BBG, **p<0,005 vs sans BBG. 
Les résultats montrent que l’activation la préincubation des cellules avec le BBG 













Nous avons ensuite vérifié si cette inhibition partielle est accompagnée d’une 
inhibition du récepteur P2X7.  
 
Nos résultats montrent que la préincubation des cellules avec le BBG, induit une 













Figure 56 : Activation du récepteur P2X7. Les cellules B16-F0 ont été préincubées 20 minutes avec le BBG, ensuite elles 
ont été incubées pendant 15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum. Les cellules ont été 
ensuite rincées et incubées dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h.  Un test YO-PRO-1 est ensuite réalisé afin 
d’évaluer l’ouverture des pores P2X7.  
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Les phénomènes cytotoxiques sont parfois accompagnés de perturbations 
mitochondriales. Une analyse des perturbations mitochondriales a été effectuée au cours 
de notre étude.  
Nous avons analysé le potentiel mitochondrial transmembranaire et la masse 
mitochondriale. 
Figure 57 : Potentiel mitochondriale transmembranaire. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 
15 minutes avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées 
et incubées culture dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h.. Un test JC-1 après 24h de récupération est 
réalisé pour évaluer le potentiel mitochondriale. Les résultats sont représentés sous forme de rapport 
fluorescence rouge/vert.  **p<0,005 vs milieu de culture, ***p<0,001 vs milieu de culture. 
Nous observons une diminution du potentiel mitochondriale transmembranaire à 
partir de 10% d’huile de Calophyllum inophyllum. La légère augmentation à 50% d’huile 












La masse mitochondriale a également étè évaluée après incubation des cellules avec 
l’huile de Calophyllum inophyllum. 
Figure 58 : Masse mitochondriale. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes avec les 
différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées culture 
dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. Un test NAO après 24h de récupération est réalisé pour 
évaluer le potentiel mitochondriale. ***p<0,001 vs milieu de culture. 
Une augmentation de la masse mitochondriale a été observée entre 5% et 10% 
d’huile de Calophyllum inophyllum, à partir de 50% d’huile de Calophyllum inophyllum on 















Au cours de notre étude nous nous sommes également intéressée à l’activation de 
la caspase 8, l’une des caspases activées lors de la mort cellulaire. 
Figure 59 : Activation de la caspase 8. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes avec les 
différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées culture 
dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. L’activation de la caspase 8 est réalisée après ces 24h 
d’incubation. *p<0,01 vs milieu de culture, **p<0,005 vs milieu de culture, ***p<0,001 vs milieu de culture.
Nos résultats montrent qu’à partir de 5% d’huile de Calophyllum inophyllum, nous 
















Les nanoparticules sont utilisées de plus en plus dans la médecine, notamment 
dans les cancers. Nous avons mis au point des nanoémulsions contenant différentes 
concentrations d’huile de Calophyllum inophyllum. Nous avons évalué les effets de ces 
nanoémulsions sur la viabilité cellulaire ainsi que sur l’activation du récepteur P2X7.  
Figure 60 : Viabilité cellulaire. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes avec les 
différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées culture 
dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. La viabilité cellulaire a été évaluée avec le test Alamar Blue 
après les 24h de récupération. ***p<0,001 vs milieu de culture.
 
Les nanoémulsions sans ou avec 1% d’huile de Calophyllum inophyllum n’ont 
aucun effet sur la viabilité cellulaire. Par ailleurs, on observe une diminution de la 
viabilité cellulaire avec des nanoémulsions contenant 5 %, 12,5 % et 15 % d’huile de 











L’activation du récepteur P2X7 pourrait être à l’origine de cette perte de viabilité 
observé. Nous avons donc analysé l’activation de ce récepteur. 
Figure 61 : Activation du récepteur P2X7. Les cellules B16-F0 ont été incubées pendant 15 minutes 
avec les différentes concentrations d'huile de C. inophyllum, ensuite les cellules ont été rincées et incubées 
culture dans du milieu à 2,5 % de SVF pendant 24h. L’ouverture des pores P2X7 a été évaluée avec YO-
PRO-1. **p<0,005 vs milieu de culture, ***p<0,001 vs milieu de culture. 
 
Les nanoémulsions sans ou avec 1% d’huile de Calophyllum inophyllum n’ont aucun 
effet sur l’activation du récepteur P2X7. Par ailleurs, on observe une augmentation de 
l’activation du récepteur P2X7 avec des nanoémulsions contenant 5 %, 12,5 % et 15 % 
d’huile de Calophyllum inophyllum. 
 
3.2.2.3. Discussion 
Des études au sein de notre laboratoire ont montré que l’utilisation d’une 
formulation lipidique riche en molécules différentes est meilleure que l’utilisation d’un 
composant seul (Dutot et al., 2009). Nos résultats montrent que l’huile de Calophyllum 
inophyllum riche en acides gras insaturés et en coumarines est cytotoxique sur un 
modèle de mélanome murin. En effet, à partir de 5% d’huile de Calophyllum inophyllum 
nous avons observé une diminution spectaculaire du potentiel d’oxydoréduction 
intracellulaire, une augmentation de la production des ERO, une activation massive du 
récepteur P2X7 accompagnées d’une activation de la caspase 8. Ces effets cytotoxiques 
peuvent facilement être attribués aux deux principales composantes de cette huile de 
noix tropicales : les acides gras et les molécules insaponifiables (xanthones, 
*
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coumarines...). Un défaut d’apoptose est souvent observé au cours du développement 
des cancers, plusieurs études ont montré le rôle de l'activation du récepteur P2X7 dans 
la mort des cellules épithéliales cancéreuses (Gorodeski, 2009; Tsukimoto et al., 2005 ). 
Les récepteurs cytolytiques P2X7 sont présents dans les radeaux lipidiques (Garcia-
Marcos et al., 2006a). Les radeaux lipidiques sont des microdomaines membranaires 
rigides, riches en cholestérol et glycosphingolipides. Dans notre étude, nous avons 
concentré notre attention sur les acides gras présents dans l’huile de Calophyllum 
inophyllum. Les acides gras jouent un rôle essentiel dans la rigidité membranaire : des 
acides gras insaturés augmentent la fluidité de la membrane alors que les acides gras 
saturés diminuent cette fluidité. L’oligomérisation des sous-unités du récepteur P2X7 
est nécessaire à la formation des pores cytolytiques (Cockcroft and Gomperts, 1979). Les 
acides gras exogènes sont capables à s’incorporer dans les membranes cellulaires et 
modifier leurs compositions lipidiques (Chen et al., 2007; Dutot et al., 2009 ). Nous 
avons donc émis l’hypothèse selon laquelle les acides gras insaturés que nous avons 
apportés à la membrane cellulaire pourraient faciliter le recrutement des sous-unités 
P2X7 au niveau des radeaux lipidiques pour former les pores cytolytiques. En effet, nous 
avons montré que les acides oléique et linoléique induisent l'activation des récepteurs 
P2X7 sans induire de perte de viabilité cellulaire. Les acides gras semblent exercer un 
effet précoce sur les membranes cellulaires qui potentialise les effets des autres 
composants contenus dans l’huile de Calophyllum inophyllum tels que les coumarines. 
Pour confirmer que l'activation P2X7 a été à l'origine de la diminution de la viabilité 
cellulaire, nous avons utilisé le Brillant Blue G (BBG), un antagoniste du récepteur P2X7, 
pour bloquer l’activation du récepteur P2X7.  L’utilisation du BBG diminue la perte de 
viabilité cellulaire induite par l’huile de Calophyllum inophyllum entre 5% et 10%.  Au-
delà de cette concentration (10%), le BBG n'a aucun effet de protection, ce qui est 
probablement dû aux effets nécrotiques prédominants de l’huile de Calophyllum 
inophyllum. La production des ERO est l'une des conséquences de l'activation du 
récepteur P2X7 (Pfeiffer et al., 2007). En effet, nous avons observé une corrélation entre 
l’activation du récepteur P2X7 et la production des ERO. À faibles concentrations, l’huile 
de Calophyllum inophyllum induit une diminution de la production des ERO. La richesse 
de l’huile de Calophyllum inophyllum en polyphénols, connus pour avoir des effets 
antioxydants, pourrait expliquer ce résultat. À 5% l’huile da Calophyllum inophyllum 
provoque la production des ERO concordant avec l’activation du récepteur P2X7. La 
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principale source des ERO est la chaîne respiratoire mitochondriale, la production des 
ERO est souvent associée à des altérations de cet organite. L’huile de Calophyllum 
inophyllum induit une dépolarisation de la membrane mitochondriale ainsi qu’une 
augmentation de la masse mitochondriale. Matsuhashi et al ont montré précédemment 
que la production des ERO est liée à la formation des mégamitochondries suite à la 
fusion de deux mitochondries adjacentes (Matsuhashi et al., 1997 ; Wakabayashi, 1999). 
L'augmentation de la masse mitochondriale que nous avons observée pourrait être le 
résultat de la formation de ces mégamitochondries. La production des ERO suite à la 
formation de mégamitochondries induit souvent l’apoptose (Teranishi et al., 2000). Une 
autre conséquence de l'activation du récepteur P2X7 est l'activation de la caspase 8, 
impliquée dans la voie apoptotique extrinsèque (Wang et al., 2004b). Nous avons 
observé que l’huile de Calophyllum inophyllum provoque l'apoptose via l'activation de la 
caspase 8, ce qui confirme que l’huile de Calophyllum inophyllum déclenche la voie 
apoptotique extrinsèque via l’activation du récepteur P2X7 et la caspase 8 et provoque 
des altérations mitochondriales, ce qui pourrait déclencher la voie intrinsèque de 
l'apoptose, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour répondre à cette 
question. L'utilisation de nanoparticules et de nanoémulsions présente un intérêt 
particulier en médecine. Par conséquent, nous avons vérifié les effets cytotoxiques de 
nanoémulsions contenant de l’huile de Calophyllum inophyllum. Nous avons montré que 
les nanoémulsions ont des effets similaires à l’huile de Calophyllum inophyllum sous sa 
forme huileuse. Au vu de leur potentiel de pénétration au niveau de la cellule, les 
nanoémulsions amélioraient le traitement du cancer en ciblant les cellules cancéreuses. 
Ainsi, elles pourraient être utilisées comme complément à la chimio-et radiothérapies 
pour les traitements des cancers de la peau en topique. 
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4. DISCUSSION GÉNÉRALE 
La prolifération et la dégénérescence cellulaires sont deux facettes de la vie d’une 
cellule. Ces deux phénomènes peuvent être physiologiques ou pathologiques. La 
prolifération cellulaire est un processus indispensable à la vie d’une cellule, voire d’un 
organe ; elle permet de maintenir sa masse ainsi que ses fonctionnalités. Dans certains 
cas, cette prolifération devient incontrôlable et entraîne un phénomène de 
cancérisation. A l’inverse, la dégénérescence cellulaire est caractérisée par la diminution 
ou l’arrêt du métabolisme cellulaire. Les lésions qu'elle entraîne sont réversibles, mais 
aboutissent souvent à la mort cellulaire. Plusieurs pathologies telles que la maladie 
d’Alzheimer et la Dégénérescence Maculaire Liée à l’Age (DMLA) ont été identifiées 
comme des conséquences irréversibles de dégénérescences cellulaires. Par ailleurs, une 
dégénérescence cellulaire « contrôlée » est nécessaire. L’apoptose est une forme de 
dégénérescence cellulaire contrôlée, indispensable durant l’embryogenèse par exemple. 
En effet, ce processus est à l’origine de la  formation de l’espace interdigital. L’apoptose 
est également observée durant la formation de l’artère coronaire et son orifice (Eralp et 
al., 2005; Mori, 1995; Velkey and Bernanke, 2001).  
Ces deux phénomènes sont régulés via différentes voies et cascades de signalisation. 
Un récepteur semble être au carrefour de ces deux mécanismes, le purinorécepteur 
P2X7. Le récepteur de mort cellulaire P2X7 est un purinorécepteur ionotropique et 
cytolytique qui a été identifié en 1996 sur des modèles de cellules circulantes 
(Surprenant et al., 1996). En effet, ce récepteur est mis en cause dans différents 
phénomènes de cytotoxicité et d’inflammation (Ferrari et al., 2006; Pelegrin and 
Surprenant, 2006). D’autres études ont mis en évidence le rôle du récepteur P2X7 dans 
la prolifération cellulaire (Baricordi et al., 1996; Baricordi et al., 1999). Par ailleurs, des 
études récentes ont mis en cause l’activation du récepteur dans le processus des 
métastases (Gu et al., 2011; Ren et al., 2010). L’étude de la modulation de l’activité du 
récepteur P2X7 apparaît donc essentielle pour mieux comprendre les phénomènes de 
prolifération et de mort cellulaire.  
 
L’originalité de notre étude est basée sur l’évaluation de l’impact de la 
modulation du microenvironnement du récepteur P2X7 et son impact sur des 
phénomènes totalement opposés, la prolifération et la mort cellulaire. Nos travaux ont 
153 
mis en évidence pour la première fois la relation entre le hyaluronate de sodium et le 
récepteur P2X7 dans le processus de la cicatrisation sur un modèle de cellules de peau 
en monocouche. Nous avons également privilégié durant notre étude l’utilisation de 
produits naturels (huile de Calophyllum inophyllum) ou issus de biotechnologie 
(hyaluronate de sodium).  
 
En application de la règle des 3R (raffiner, remplacer et réduire), nous n’avons 
pas eu recours à l’expérimentation animale au cours de notre étude, d’autant plus que 
notre étude s’inscrit dans le cadre d’une étude préliminaire pour étudier l’impact des 
différents modulateurs sur la prolifération et la mort cellulaire. Nous avons donc 
sélectionné les modèles cellulaires les plus pertinents et les plus proches de l’organisme 
humain. La lignée NCTC 929 est recommandée dans les textes de norme ISO pour l’étude 
de la cytotoxicité des dispositifs médicaux. La lignée HaCaT est la seule lignée cellulaire 
de kératinocytes humains à ce jour disponible à l’achat et qui forme un tissu 
épidermique présentant toutes les caractéristiques d’un épiderme normal. Les lignées 
cellulaires issues du mélanome de souris B16 sont les lignées cellulaires les plus 
utilisées dans les études in vitro du mélanome. Dans notre étude nous avons choisi de 
travailler sur la lignée B16-F0 qui est à l’origine des autres lignées présentes dans les 
banques.  La lignée U937 est, avec la lignée de cellules THP1, la lignée cellulaire humaine 
qui permet l’obtention de macrophages adhérents humains. 
 
La peau est l’organe le plus important du corps humain, en regard de sa surface et 
de sa masse. Son principal rôle est la protection de l’organisme des agressions 
extérieures. Du fait de son rôle et sa localisation, la peau est soumise à divers stress et 
notamment à des stress physiques comme les blessures et les rayonnements UV. En cas 
de blessure, les tissus sont capables de réparer des lésions localisées en mettant en 
œuvre des processus de régénération. Ce processus est la cicatrisation cutanée. 
L’exposition de la peau aux rayons UV est indispensable pour la production de la 
vitamine D ; cependant, une exposition prolongée et non protégée peut être l’une des 
causes de développement du mélanome. Des études ont mis en évidence le rôle du 
récepteur P2X7 dans ces deux mécanismes : la cicatrisation et le développement de 
cancers. Dans le modèle que nous avons choisi de cicatrisation sur monocouche de 
cellules de peau (Buonomo et al., 2012; Liang et al., 2007), nous avons mis en évidence le 
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rôle du récepteur P2X7 dans le processus de cicatrisation. Nos résultats montrent 
qu’une activation basale du récepteur P2X7 est indispensable pour la cicatrisation. Des 
études sur les cellules de cornée avaient déjà évoqué le rôle du récepteur P2X7 et de son 
ligand physiologique, l’ATP, dans le processus de cicatrisation (Mayo et al., 2008; Mayo 
et al., 2007). Nous avons montré dans nos différents modèles que le récepteur P2X7 
intervient dans deux phases importantes et essentielles de la cicatrisation : la phase 
inflammatoire ainsi que la phase de prolifération cellulaire. Dans notre étude de la phase 
de prolifération, nous avons observé une relation directe entre le HA et l’activation du 
récepteur P2X7.  Nous nous sommes particulièrement intéressée au HA, car il est un 
composant majeur de la peau et de la matrice extracellulaire (MEC).  Le HA est connu 
pour modifier les propriétés physiques de la MEC y compris l’hydratation, la 
viscoélasticité et l'organisation des fibrilles de collagène. Ces effets ont été attribués à la 
structure unique du HA, qui est souvent décrit comme un long biopolymère, chargé 
négativement, nonsulfaté, composé d’unités disaccharidiques qui s'enroulent au hasard, 
remplissant un domaine hydrodynamique très important et l’espace interfibrillaire au 
sein de la MEC (Cowman and Matsuoka, 2005). Peu d'études ont directement lié les 
effets physiques induits par le HA aux réponses cellulaires. Dans une étude datant de 
1999, il a été démontré une augmentation de la migration des cellules de glioblastome 
au sein de matrices de fibrine copolymérisés avec le HMW-HA (Hayen et al., 1999). Cette 
augmentation a été attribuée à une augmentation de la taille des pores de la matrice. Ces 
résultats indiquent que le HA induit des changements prépondérants dans les propriétés 
physiques de la MEC qui peuvent expliquer certaines réponses cellulaires et permettre 
de comprendre le processus de régénération tissulaire. Au cours de notre étude, nous 
avons mis le doigt sur l’importance du poids moléculaire et de la pureté ou grade du HA 
dans la cicatrisation. Le HMW-HA est utilisé dans le traitement de la cicatrisation pour 
ses propriétés d’absorption d’eau. Le HMW-HA en absorbant l’eau va former un film qui 
protégera la plaie de l’environnement extérieur et  gardera la plaie dans un degré 
d’humidité favorable à sa cicatrisation. Nous avons exploité ces propriétés de protection 
du HMW-HA. Des macrophages ont été incubés avec du HMW-HA en présence ou non de 
LPS. Nos résultats ont montré que le HMW-HA n’a pas d’effet proinflammatoire en 
absence de LPS. En présence de LPS, le HMW-HA supprime totalement l’action 
inflammatoire du LPS sur les macrophages en inhibant la production d’IL-ͳȾ
production des espèces réactives de l’oxygène. Ce qui confirme notre hypothèse sur le 
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rôle protecteur du HMW-HA de l’environnement extérieur. L’incubation des 
kératinocytes avec des HA de différents poids moléculaires après le scratch test montre 
que seul le HA de moyen poids moléculaire, entre 100000 et 300000 Da (MMW-HA) 
induit une cicatrisation traduite par une fermeture presque totale de la plaie, une 
augmentation de la prolifération cellulaire ainsi qu’une augmentation de l’expression de 
la protéine ZO-1. Non seulement le MMW-HA est le seul à stimuler la cicatrisation, mais 
il est également le seul à induire une activation basale du récepteur P2X7. Nous avons pu 
relier cette activation basale du récepteur P2X7 à l’effet du MMW-HA sur la cicatrisation, 
car lorsque nous avons inhibé le récepteur P2X7 avec son inhibiteur le plus efficace, le 
Brillant Blue G (BBG) (Jiang et al., 2000; Peng et al., 2009; Remy et al., 2008), la 
fermeture de plaie en présence du MMW-HA n’était plus observée. Ainsi, nous pouvons 
conclure que le HA de poids moléculaire compris entre 100000 et 300000 stimule la 
cicatrisation cutanée via l’activation basale, non cytolytique, du récepteur P2X7. 
En parallèle, et pour mieux comprendre l’impact du poids moléculaire sur 
l’activation du récepteur P2X7 durant la cicatrisation, nous avons travaillé sur des 
fibroblastes de peau, utilisés comme modèle de couches profondes de la peau (derme). 
Nous avons montré que le HA n’a aucun effet sur la prolifération cellulaire des 
fibroblastes, quel que soit son poids moléculaire. Par ailleurs, au niveau de la plaie, nous 
avons observé un changement de morphologie des fibroblastes qui deviennent plus 
allongés quand les cellules sont incubées avec le HA. Ceci laisse penser à une migration 
des cellules pour colmater la brèche. L’observation du cytosquelette en microscopie 
confocale nous a apporté de précieuses informations ; contrairement aux kératinocytes 
qui ne répondent qu’au MMW-HA, les fibroblastes ne répondent qu’au LMW-HA (HA de 
faible poids moléculaire, entre 5000 et 20000 Da). L’effet sur le cytosquelette induit par 
le LMW-HA est bloqué par le BBG, l’inhibiteur du récepteur P2X7. Ces résultats nous 
laissent supposer que le récepteur P2X7 est sensible à son environnement et aux 
tensions exercées sur les cellules.  Ceci nous permet ainsi de valider notre hypothèse 
selon laquelle il existe une relation entre le récepteur P2X7 et le HA.  
Au vu de sa localisation dans les radeaux lipidiques au niveau de la membrane 
cellulaire, le récepteur P2X7 est très certainement sensible à son environnement 
lipidique. Dans notre étude, nous avons choisi de travailler avec l’huile de Calophyllum 
inophyllum, connue en médecine traditionnelle asiatique pour ses propriétés 
cicatrisantes, ses effets limitant la perte des cheveux et les infections cutanées (Adeyeye, 
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1991). De précédentes études menées dans notre laboratoire ont mis en évidence les 
effets cytoprotecteurs de l’huile de Calophyllum inophyllum contre les dommages à l’ADN 
induits par les irradiations UV (Said et al., 2007). A notre connaissance, aucune étude 
scientifique ne porte sur l’étude et la compréhension des effets cicatrisants de l’huile de 
Calophyllum inophyllum. Durant nos études préliminaires, nous avons observé que 
l’huile de Calophyllum inophyllum a deux effets opposés sur les cellules : à de faibles 
concentrations (entre 1 % et 2 %), l’huile de Calophyllum inophyllum n’a aucun effet sur 
la viabilité cellulaire ; au contraire,  quand les concentrations sont élevées de (5 % à 100 
%), l’huile de Calophyllum inophyllum induit une perte massive de la viabilité cellulaire. 
Pour notre étude de la cicatrisation, nous avons donc choisi de travailler avec de faibles 
concentrations d’huile de Calophyllum inophyllum.  
Dans le premier volet de notre étude, nous nous sommes d’abord focalisée sur la 
phase inflammatoire du processus de la cicatrisation, car le purinorécepteur P2X7 joue 
un rôle dans la réponse immunitaire. En effet, il a été montré que le récepteur P2X7 
active la phagocytose et que son activation stimule la sécrétion de l’IL-ͳȾ (Barbera-
Cremades et al., 2012; Ferrari et al., 1997b; Ferrari et al., 2006; Gu et al., 2009b; Wiley 
and Gu, 2012; Wiley et al., 2011). L’huile de Calophyllum inophyllum que nous avons 
sélectionnée est riche en acides gras dont 70% sont des acides gras insaturés comme les 
acides oléique et linoléique. Fuhrmann et al. ont montré que l’incubation des monocytes 
avec l’acide linoléique améliore la phagocytose (Fuhrmann et al., 2007). Par ailleurs, 
l’incubation des macrophages avec ces deux acides gras stimule la production de l’IL-ͳȾ
(Pereira et al., 2008). D’autre part, il a été montré que l’IL-1Ⱦstimule la sécrétion des 
peptides antimicrobiens les plus abondants au niveau de la peau et qui sont  
indispensables à la cicatrisation : les  Ⱦ-défensines-2 (Harder et al., 1997 ; Lan et al., 
2012; Pazgier et al., 2006 ; Wehkamp et al., 2006 ). Nos résultats ont montré que 
l’incubation des macrophages avec l’huile de Calophyllum inophyllum induit une 
activation du récepteur P2X7, accompagnée d’une stimulation de la phagocytose, une 
augmentation de la production de l’IL-ͳȾ  ǯ   Ⱦ-défensines-2. 
Ces résultats nous permettent ainsi de mieux comprendre l’utilisation de cette huile 
dans les pays où la médecine traditionnelle tient une place majeure dans l’arsenal 
thérapeutique du praticien. Les effets de l’huile de Calophyllum inophyllum que nous 
avons observés passent par l’activation du récepteur P2X7. En effet, la préincubation des 
macrophages avec le BBG inhibe la stimulation de la phagocytose induite par l’huile de 
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Calophyllum inophyllum. La réaction inflammatoire fait partie du processus de la 
cicatrisation, or une réponse inflammatoire incontrôlée peut compromettre le processus 
cicatriciel. Dans notre étude, nous avons évalué l’activation de la protéine SIRT-1 une 
histonedésacétylase dépendante de NAD+ connue pour avoir un rôle dans plusieurs 
mécanismes cellulaires, notamment dans le vieillissement cellulaire et la cicatrisation 
(Massudi et al., 2012; Sommer et al., 2006). De plus, des études ont montré que 
l’activation de SIRT-1 régule négativement la réponse inflammatoire (Rajendrasozhan et 
al., 2008a ; Rajendrasozhan et al., 2008b). Nos résultats montrent que l’incubation des 
kératinocytes avec l’huile de Calophyllum inophyllum stimule l’activité des SIRT-1. Outre 
ses effets sur la réponse immunitaire, l’huile de Calophyllum inophyllum protège la plaie 
de l’environnement extérieur et favorise la présence d’un environnement humide de par 
sa nature lipidique. Ces deux paramètres sont indispensables pour une meilleure 
cicatrisation.  
Dans le deuxième volet de notre étude, nous nous sommes intéressée à la 
fermeture de la plaie dans le processus de cicatrisation. Pour ce faire, deux protocoles 
ont été effectués pour évaluer les effets de l’huile de Calophyllum inophyllum.  Le premier 
protocole a été choisi dans une optique curative (traitement d’une plaie après blessure 
par exemple), le deuxième dans une optique préventive (traitement d’un tissu avant une 
chirurgie pour favoriser la cicatrisation post-traumatique par exemple). L’huile de 
Calophyllum inophyllum a été incubée avec les kératinocytes avant ou après le scratch 
test et la fermeture de plaie a été observée dans les deux cas. Dans les deux protocoles, 
l’huile de Calophyllum inophyllum induit la fermeture de la plaie. Le récepteur P2X7 joue 
là encore un rôle dans cette fermeture de plaie, car une préincubation des cellules avec 
le BBG inhibe partiellement les effets de l’huile de Calophyllum inophyllum sur la 
fermeture de la plaie.  
 
Outre ses rôles dans la prolifération cellulaire et l’inflammation, le récepteur P2X7 
est impliqué dans les phénomènes de cancer. L’activation du récepteur P2X7 a été 
proposée comme nouvelle stratégie thérapeutique. En effet, il a été montré que 
l’administration du BzATP, agoniste spécifique du P2X7, inhibe la formation des 
carcinomes et la transformation des tumeurs dues au papillomas virus en cancer (Fu et 
al., 2009). D’autres études ont montré que l’activation du récepteur P2X7 stimule 
l’apoptose des cellules cancéreuses (Constantinescu et al., 2010; Farrell et al., 2010). La 
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surexpression du récepteur P2X7 a été mise en évidence dans divers cancers tels que la 
leucémie chronique, le cancer du sein, celui de la prostate et aussi le neuroblastome 
(Adinolfi et al., 2002; Slater et al., 2004a; Slater et al., 2004b). Cette  surexpression a été 
mise en cause dans les mécanismes de prolifération des cellules cancéreuses (Adinolfi et 
al., 2012). De plus, une forte concentration d’ATP a été observée au niveau du 
microenvironnement de la tumeur (Solini et al., 2008). Dans notre étude sur le 
mélanome, nous avons observé qu’une incubation des cellules de mélanome de souris 
avec l’huile de Calophyllum inophyllum induit une perte de viabilité cellulaire 
accompagnée d’une augmentation du stress oxydant, des perturbations mitochondriales, 
et une augmentation de l’activité de la caspase 8. Nous avons également observé une 
augmentation de l’activation du récepteur P2X7. La préincubation des cellules avec le 
BBG inhibe l’activation du récepteur P2X7 et  protège également les cellules B16-F0 
contre les effets cytotoxiques de l’huile de Calophyllum inophyllum. Comme nous l’avons 
évoqué précédemment, le récepteur P2X7 est sensible à son environnement lipidique. 
L’oligomérisation des sous-unités des récepteurs P2X7 est nécessaire pour former les 
pores cytolytiques (Cockcroft and Gomperts, 1979). Les acides gras exogènes sont 
capables de s'incorporer dans les membranes cellulaires et de modifier leur composition 
(Chen et al., 2007; Dutot et al., 2009). Les acides gras insaturés que nous avons apportés 
aux membranes cellulaires suite à l’incubation des cellules avec l’huile Calophyllum 
inophyllum pourraient aider le recrutement de sous-unités P2X7 pour former des pores 
cytolytiques dans les radeaux lipidiques. Cela pourrait être à l'origine de l'activation du 
récepteur P2X7 que nous avons observée. En effet, nous avons montré que les acides 
oléique et linoléique induisent l'activation des récepteurs P2X7 sans perte de viabilité 
cellulaire. Les acides gras semblent exercer un effet précoce sur les membranes 
cellulaires qui potentialise les effets des autres composants contenus dans l’huile de 
Calophyllum inophyllum. En effet, des études ont déjà évoqué les propriétés 
antitumorales des composés présents dans l’huile de Calophyllum inophyllum (Itoigawa 
et al., 2001). 
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5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Nos études de la cicatrisation et du mélanome nous ont permis de lier ces deux 
réponses cellulaires opposées (prolifération et dégénérescence) au même récepteur ; le 
purinorécepteur P2X7. 
Nos travaux ont révélé pour la première fois la relation entre le récepteur P2X7 et le 
HA dans la cicatrisation. Le HA est utilisé dans les pansements principalement pour ses 
propriétés hygroscopiques (absorption de l’exsudat), mais ses propriétés biologiques 
dans la cicatrisation restent à ce jour mal connues et donc peu exploitées. Nous avons 
mis en évidence que le HA stimule la fermeture de plaie via une augmentation de la 
prolifération cellulaire des kératinocytes et que cette cicatrisation in vitro est P2X7-
dépendante. L’activation basale non cytolytique du récepteur P2X7 est donc une étape 
clé dans la cicatrisation. A l’avenir, l’étude du rôle joué par le récepteur P2X7 dans la 
réponse des cellules cutanées pourrait être approfondie. Les premiers résultats que 
nous avons obtenus supposent que l’activation du récepteur P2X7 pourrait être à ǯȾ-défensines et de l’activation des SIRT-1. Pour confirmer 
ces résultats préliminaires, l’utilisation de souris déficientes en récepteurs P2X7 (souris 
knockout) apparaît comme pertinente. Ceci nous permettrait ainsi de confirmer 
l’importance de l’expression et donc de l’activation du récepteur P2X7 pour faciliter la 
cicatrisation. 
 
Par ailleurs, nos travaux nous ont permis de mettre le doigt sur l’impact du poids 
moléculaire de l’AH dans le processus de cicatrisation. Nos résultats montrent que le 
choix du poids moléculaire du hyaluronate de sodium est indispensable pour faciliter et 
optimiser la cicatrisation. L’utilisation d’un mélange de HA de haut (>106 Da) et moyen 
(entre 105 et 3.105Da) poids moléculaire durant les premières phases de la cicatrisation 
semble être pertinente. En effet, le HA du hauts poids moléculaires apporterait une 
protection du tissu contre l’environnement extérieur sans « l’étouffer », permettant ainsi 
les échanges gazeux, alors que le HA de moyens poids moléculaires aideraient 
physiologiquement la réparation du tissu cutané. Par ailleurs, pour les phases plus 
tardives, principalement la phase de remodelage, il serait préférable d’utiliser du HA de 
faible poids moléculaire qui stimulerait le remaniement du cytosquelette et donc une 
meilleure cicatrisation. Les prochaines étapes pourraient être d’étudier l’impact des 
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mélanges du HA de différents poids moléculaires sur la cicatrisation in vivo. Ces 
formulations pourraient améliorer la cicatrisation et pourraient être proposées comme 
traitement pour les personnes ayant des difficultés de cicatrisation telles que les 
diabétiques.  
En parallèle du HA, la formulation lipidique à base d’huile de Calophyllum inophyllum 
que nous avons étudiée apparaît prometteuse dans la mesure où nous avons observé à 
la fois un effet stimulateur du système immunitaire, mais aussi un effet sur la 
prolifération cellulaire. L’utilisation d’un pansement à base d’huile de Calophyllum 
inophyllum  constitue une alternative intéressante aux pansements à base de corps gras 
qui existent sur le marché. Il pourrait être intéressant d’étudier les effets synergiques 
éventuels du hyaluronate de sodium associé à l’huile de Calophyllum inophyllum. Cette 
formulation pourrait alors optimiser la cicatrisation que nous avons observée. 
L’utilisation de modèles in vivo pour étudier les effets du HA, de l’huile de Calophyllum 
inophyllum ou de formulations contenant des mélanges du HA et d’huile de Calophyllum 
inophyllum apporterait des données supplémentaires et complémentaires à notre étude. 
De plus, il serait intéressant d’effectuer des tests cliniques sur des personnes ayant des 
retards de cicatrisation (personnes âgées, patients diabétiques, patients 
immunodéprimés…).      
 D’autre part, nous avons valorisé les propriétés cytolytiques du récepteur 
P2X7 dans des stratégies antitumorales sur un modèle de cellules de mélanome murin 
(B16-F0). En effet, si la cellule cible est une cellule cancéreuse, activer massivement le 
récepteur P2X7 apparaît comme étant une stratégie intéressante. Nous avons observé 
cette activation massive du récepteur P2X7 accompagnée d’une perte de viabilité 
cellulaire sur des cellules de mélanome incubées avec de fortes concentrations d’huile 
de Calophyllum inophyllum. La présence de coumarines dans l’huile de Calophyllum 
inophyllum pourrait expliquer cet effet anticancéreux. Par ailleurs, nous avons montré 
que la composition en acides gras de l’huile de Calophyllum inophyllum (acides oléique et 
linoléique) joue un rôle dans l’activation du récepteur P2X7. Cette approche nous a 
permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle les acides gras insaturés tels que les acides 
oléique et linoléique jouent un rôle dans le recrutement des sous-unités du récepteur 
P2X7 pour former le pore cytolytique. Le récepteur P2X7 semblant être un facteur 
important dans le développement des cancers, il pourrait être proposé comme nouvelle 
cible thérapeutique en cancérologie, d’autant plus que des études ont montré l’intérêt de 
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son activation dans le traitement du cancer (Constantinescu et al., 2010; Martins et al., 
2009; Wang et al., 2011).  
Au cours de notre étude, nous avons montré que le récepteur P2X7 est sensible à 
son environnement. Nous avons mis en évidence qu’une modulation de la matrice 
extracellulaire par l’utilisation des formulations à base du hyaluronate de sodium et le 
changement de l’environnement lipidique du récepteur P2X7 « lipid rafts » par des 
formulations huileuses riches en acide gras insaturés ont un impact sur l’activation du 
récepteur P2X7. Par ailleurs d’autres études ont montré qu’un environnement pauvre en 
oxygène (hypoxie) pourrait être à l’origine d’une activation du récepteur P2X7 
(Sugiyama et al., 2010 ; Tafani et al., 2011).   
 Pour conclure, nos travaux montrent que l’on peut envisager l’activation du 
récepteur de mort P2X7 dans différentes stratégies : des stratégies « activatrices de la 
prolifération », comme dans le cas de la cicatrisation cutanée pour stimuler la fermeture 
de la plaie ou, au contraire, des stratégies « inhibitrices de la prolifération » vis-à-vis des 
cellules tumorales pour bloquer le processus de cancérisation et limiter le 
développement de la maladie. 
Nous résumons dans le tableau 1, les conséquences de l’activation du récepteur 
P2X7. Dans le tableau 2,  nous avons récapitulé les effets que nous avons observés lors 
de notre étude sur l’activation du récepteur P2X7 et ses conséquences biologiques. 
  
Réponse cellulaire Cancer Cicatrisation 
Dégénérescence 
cellulaire 
Expression du récepteur 
P2X7 
+++++ ++ + 
Activation du récepteur 
P2X7 
+ + 
+++++ (ouverture du 
pore) 
Tableau 1 : Impact de l’activation et l’expression du récepteur P2X7.   
 
Modulateurs Activation du récepteur P2X7 Effets biologiques 




-Protection contre les agressions 
extérieures 
Hyaluronate de Sodium de 









-Modulation du cytosquelette 
Huile de Calophyllum inophyllum 





Huile de Calophyllum inophyllum 
à forte concentrations 
++++ 
Activation massive 
-Perte de viabilité 
-Production des ERO 
-Apoptose caspase dépendante 
Tableau 2 : Récapitulatifs de nos résultats. 
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Nos travaux mettent donc en évidence que le purinorécepteur P2X7 n’est pas un 
simple récepteur de mort qui active les voies de dégénérescence cellulaire. Il apparaît de 
plus en plus, comme un régulateur des mécanismes de prolifération/cicatrisation  et de 
dégénérescence cellulaire. L’ensemble dépend du microenvironnement (composition en 
lipides des membranes et matrice extracellulaire) autour du récepteur. Ces travaux nous 
orientent donc vers de nouvelles stratégies thérapeutiques dans la cicatrisation cutanée 







Abbracchio, M.P., and G. Burnstock. 1994. Purinoceptors: are there families of P2X and 
P2Y purinoceptors? Pharmacol Ther. 64:445-75. 
Abercrombie, M., M.H. Flint, and D.W. James. 1956. Wound Contraction in Relation to 
Collagen Formation in Scorbutic Guinea-pigs. J Embryol Exp Morphol. 4:167-175. 
Acuna-Castillo, C., C. Coddou, P. Bull, J. Brito, and J.P. Huidobro-Toro. 2007. Differential 
role of extracellular histidines in copper, zinc, magnesium and proton modulation 
of the P2X7 purinergic receptor. J Neurochem. 101:17-26. 
Adeyeye, A. 1991. Studies on seed oils of Gacinia Kola and Calophyllum inophyllum. J Sci 
Food Agric. 57:441-442. 
Adinolfi, E., M.G. Callegari, D. Ferrari, C. Bolognesi, M. Minelli, M.R. Wieckowski, P. Pinton, 
R. Rizzuto, and F. Di Virgilio. 2005. Basal activation of the P2X7 ATP receptor 
elevates mitochondrial calcium and potential, increases cellular ATP levels, and 
promotes serum-independent growth. Mol Biol Cell. 16:3260-72. 
Adinolfi, E., L. Melchiorri, S. Falzoni, P. Chiozzi, A. Morelli, A. Tieghi, A. Cuneo, G. Castoldi, 
F. Di Virgilio, and O.R. Baricordi. 2002. P2X7 receptor expression in evolutive and 
indolent forms of chronic B lymphocytic leukemia. Blood. 99:706-8. 
Adinolfi, E., L. Raffaghello, A.L. Giuliani, L. Cavazzini, M. Capece, P. Chiozzi, G. Bianchi, G. 
Kroemer, V. Pistoia, and F. Di Virgilio. 2012. Expression of P2X7 Receptor 
Increases In Vivo Tumor Growth. Cancer Res. 72:2957-69. 
Aga, M., C.J. Johnson, A.P. Hart, A.G. Guadarrama, M. Suresh, J. Svaren, P.J. Bertics, and B.J. 
Darien. 2002. Modulation of monocyte signaling and pore formation in response 
to agonists of the nucleotide receptor P2X(7). J Leukoc Biol. 72:222-32. 
Allan, S.M., and N.J. Rothwell. 2001. Cytokines and acute neurodegeneration. Nat Rev 
Neurosci. 2:734-44. 
Armstrong, J.N., T.B. Brust, R.G. Lewis, and B.A. MacVicar. 2002. Activation of presynaptic 
P2X7-like receptors depresses mossy fiber-CA3 synaptic transmission through 
p38 mitogen-activated protein kinase. J Neurosci. 22:5938-45. 
Armstrong, S.E., and D.R. Bell. 2002. Measurement of high-molecular-weight hyaluronan 
in solid tissue using agarose gel electrophoresis. Anal Biochem. 308:255-64. 
Asheim, A., and G. Lindblad. 1976. Intra-articular treatment of arthritis in race-horses 
with sodium hyaluronate. Acta Vet Scand. 17:379-94. 
Auvinen, P., R. Tammi, J. Parkkinen, M. Tammi, U. Agren, R. Johansson, P. Hirvikoski, M. 
Eskelinen, and V.M. Kosma. 2000. Hyaluronan in peritumoral stroma and 
165 
malignant cells associates with breast cancer spreading and predicts survival. Am 
J Pathol. 156:529-36. 
Bakkers, J., C. Kramer, J. Pothof, N.E. Quaedvlieg, H.P. Spaink, and M. Hammerschmidt. 
2004. Has2 is required upstream of Rac1 to govern dorsal migration of lateral 
cells during zebrafish gastrulation. Development. 131:525-37. 
Bakos, L., N.C. Masiero, R.M. Bakos, R.M. Burttet, M.B. Wagner, and D. Benzano. 2009. 
European ancestry and cutaneous melanoma in Southern Brazil. J Eur Acad 
Dermatol Venereol. 23:304-7. 
Balch, C.M., S.J. Soong, J.E. Gershenwald, J.F. Thompson, D.S. Reintgen, N. Cascinelli, M. 
Urist, K.M. McMasters, M.I. Ross, J.M. Kirkwood, M.B. Atkins, J.A. Thompson, D.G. 
Coit, D. Byrd, R. Desmond, Y. Zhang, P.Y. Liu, G.H. Lyman, and A. Morabito. 2001. 
Prognostic factors analysis of 17,600 melanoma patients: validation of the 
American Joint Committee on Cancer melanoma staging system. J Clin Oncol. 
19:3622-34. 
Ballerini, P., M.P. Rathbone, P. Di Iorio, A. Renzetti, P. Giuliani, I. D'Alimonte, O. Trubiani, 
F. Caciagli, and R. Ciccarelli. 1996. Rat astroglial P2Z (P2X7) receptors regulate 
intracellular calcium and purine release. Neuroreport. 7:2533-7. 
Banerji, S., J. Ni, S.X. Wang, S. Clasper, J. Su, R. Tammi, M. Jones, and D.G. Jackson. 1999. 
LYVE-1, a new homologue of the CD44 glycoprotein, is a lymph-specific receptor 
for hyaluronan. J Cell Biol. 144:789-801. 
Banerji, S., A.J. Wright, M. Noble, D.J. Mahoney, I.D. Campbell, A.J. Day, and D.G. Jackson. 
2007. Structures of the Cd44-hyaluronan complex provide insight into a 
fundamental carbohydrate-protein interaction. Nat Struct Mol Biol. 14:234-9. 
Barbera-Cremades, M., A. Baroja-Mazo, A.I. Gomez, F. Machado, F. Di Virgilio, and P. 
Pelegrin. 2012. P2X7 receptor-stimulation causes fever via PGE2 and IL-1beta 
release. FASEB J. 26:2951-62. 
Baricordi, O.R., D. Ferrari, L. Melchiorri, P. Chiozzi, S. Hanau, E. Chiari, M. Rubini, and F. 
Di Virgilio. 1996. An ATP-activated channel is involved in mitogenic stimulation 
of human T lymphocytes. Blood. 87:682-90. 
Baricordi, O.R., L. Melchiorri, E. Adinolfi, S. Falzoni, P. Chiozzi, G. Buell, and F. Di Virgilio. 
1999. Increased proliferation rate of lymphoid cells transfected with the P2X(7) 
ATP receptor. J Biol Chem. 274:33206-8. 
166 
Barrandon, Y., and H. Green. 1987. Cell migration is essential for sustained growth of 
keratinocyte colonies: the roles of transforming growth factor-alpha and 
epidermal growth factor. Cell. 50:1131-7. 
Barth, K., K. Weinhold, A. Guenther, M.T. Young, H. Schnittler, and M. Kasper. 2007. 
Caveolin-1 influences P2X7 receptor expression and localization in mouse lung 
alveolar epithelial cells. Febs J. 274:3021-33. 
Beaty, N.B., W.P. Tew, and R.J. Mello. 1985. Relative molecular weight and concentration 
determination of sodium hyaluronate solutions by gel-exclusion high-
performance liquid chromatography. Anal Biochem. 147:387-95. 
Bennett, J.S. 2001. Platelet-fibrinogen interactions. Ann N Y Acad Sci. 936:340-54. 
Bianco, F., S. Ceruti, A. Colombo, M. Fumagalli, D. Ferrari, C. Pizzirani, M. Matteoli, F. Di 
Virgilio, M.P. Abbracchio, and C. Verderio. 2006. A role for P2X7 in microglial 
proliferation. J Neurochem. 99:745-58. 
Bjarnsholt, T., K. Kirketerp-Moller, S. Kristiansen, R. Phipps, A.K. Nielsen, P.O. Jensen, N. 
Hoiby, and M. Givskov. 2007. Silver against Pseudomonas aeruginosa biofilms. 
Apmis. 115:921-8. 
Boraldi, F., M.A. Croce, D. Quaglino, R. Sammarco, E. Carnevali, R. Tiozzo, and I. Pasquali-
Ronchetti. 2003. Cell-matrix interactions of in vitro human skin fibroblasts upon 
addition of hyaluronan. Tissue Cell. 35:37-45. 
Boregowda, R.K., H.N. Appaiah, M. Siddaiah, S.B. Kumarswamy, S. Sunila, K.N. 
Thimmaiah, K. Mortha, B. Toole, and S. Banerjee. 2006. Expression of hyaluronan 
in human tumor progression. J Carcinog. 5:2. 
Boukamp, P., R.T. Petrussevska, D. Breitkreutz, J. Hornung, A. Markham, and N.E. 
Fusenig. 1988. Normal keratinization in a spontaneously immortalized aneuploid 
human keratinocyte cell line. J Cell Biol. 106:761-71. 
Bourguignon, L.Y., P.A. Singleton, F. Diedrich, R. Stern, and E. Gilad. 2004. CD44 
interaction with Na+-H+ exchanger (NHE1) creates acidic microenvironments 
leading to hyaluronidase-2 and cathepsin B activation and breast tumor cell 
invasion. J Biol Chem. 279:26991-7007. 
Brandle, U., E. Guenther, C. Irrle, and T.H. Wheeler-Schilling. 1998. Gene expression of 
the P2X receptors in the rat retina. Brain Res Mol Brain Res. 59:269-72. 
Brandner, J.M. 2009. Tight junctions and tight junction proteins in mammalian 
epidermis. Eur J Pharm Biopharm. 72:289-94. 
167 
Brandner, J.M., S. Kief, C. Grund, M. Rendl, P. Houdek, C. Kuhn, E. Tschachler, W.W. 
Franke, and I. Moll. 2002. Organization and formation of the tight junction system 
in human epidermis and cultured keratinocytes. Eur J Cell Biol. 81:253-63. 
Braun, K.M., and F.M. Watt. 2004. Epidermal label-retaining cells: background and recent 
applications. J Investig Dermatol Symp Proc. 9:196-201. 
Breslow, A. 1970. Thickness, cross-sectional areas and depth of invasion in the 
prognosis of cutaneous melanoma. Ann Surg. 172:902-8. 
Bretscher, A., K. Edwards, and R.G. Fehon. 2002. ERM proteins and merlin: integrators at 
the cell cortex. Nat Rev Mol Cell Biol. 3:586-99. 
Buchanan, E.P., M.T. Longaker, and H.P. Lorenz. 2009. Fetal skin wound healing. Adv Clin 
Chem. 48:137-61. 
Buonomo, R., F. Giacco, A. Vasaturo, S. Caserta, S. Guido, V. Pagliara, C. Garbi, G. 
Mansueto, A. Cassese, G. Perruolo, F. Oriente, C. Miele, F. Beguinot, and P. 
Formisano. 2012. PED/PEA-15 controls fibroblast motility and wound closure by 
ERK1/2-dependent mechanisms. J Cell Physiol. 227:2106-16. 
Burnstock, G. 2006. Pathophysiology and therapeutic potential of purinergic signaling. 
Pharmacol Rev. 58:58-86. 
Burnstock, G., and C. Kennedy. 1985. Is there a basis for distinguishing two types of P2-
purinoceptor? Gen Pharmacol. 16:433-40. 
Buzaid, A.C., and C.M. Anderson. 2000. The changing prognosis of melanoma. Curr Oncol 
Rep. 2:322-8. 
Camenisch, T.D., A.P. Spicer, T. Brehm-Gibson, J. Biesterfeldt, M.L. Augustine, A. Calabro, 
Jr., S. Kubalak, S.E. Klewer, and J.A. McDonald. 2000. Disruption of hyaluronan 
synthase-2 abrogates normal cardiac morphogenesis and hyaluronan-mediated 
transformation of epithelium to mesenchyme. J Clin Invest. 106:349-60. 
Campo, G.M., A. Avenoso, S. Campo, A. D'Ascola, G. Nastasi, and A. Calatroni. 2010a. 
Molecular size hyaluronan differently modulates toll-like receptor-4 in LPS-
induced inflammation in mouse chondrocytes. Biochimie. 92:204-15. 
Campo, G.M., A. Avenoso, S. Campo, A. D'Ascola, G. Nastasi, and A. Calatroni. 2010b. Small 
hyaluronan oligosaccharides induce inflammation by engaging both toll-like-4 
and CD44 receptors in human chondrocytes. Biochem Pharmacol. 80:480-90. 
168 
Campo, G.M., A. Avenoso, A. D'Ascola, V. Prestipino, M. Scuruchi, G. Nastasi, A. Calatroni, 
and S. Campo. 2012a. Hyaluronan differently modulates TLR-4 and the 
inflammatory response in mouse chondrocytes. Biofactors. 38:69-76. 
Campo, G.M., A. Avenoso, A. D'Ascola, M. Scuruchi, V. Prestipino, A. Calatroni, and S. 
Campo. 2012b. Hyaluronan in part mediates IL-1beta-induced inflammation in 
mouse chondrocytes by up-regulating CD44 receptors. Gene. 494:24-35. 
Campo, G.M., A. D'Ascola, A. Avenoso, S. Campo, A.M. Ferlazzo, C. Micali, L. Zanghi, and A. 
Calatroni. 2004. Glycosaminoglycans reduce oxidative damage induced by copper 
(Cu+2), iron (Fe+2) and hydrogen peroxide (H2O2) in human fibroblast cultures. 
Glycoconj J. 20:133-41. 
Chajara, A., M. Raoudi, B. Delpech, M. Leroy, J.P. Basuyau, and H. Levesque. 2000. 
Increased hyaluronan and hyaluronidase production and hyaluronan 
degradation in injured aorta of insulin-resistant rats. Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. 20:1480-7. 
Chan, K.R., S. Gundala, M. Laudadio, M. Mastrangelo, A. Yamamoto, and T. Sato. 2008. A 
pilot study using sunitinib malate as therapy in patients with stage IV uveal 
melanoma. Journal of Clinical Oncology. 26. 
Chan, R.W., S.D. Gray, and I.R. Titze. 2001. The importance of hyaluronic acid in vocal 
fold biomechanics. Otolaryngol Head Neck Surg. 124:607-14. 
Chaw, K.C., M. Manimaran, and F.E. Tay. 2005. Role of silver ions in destabilization of 
intermolecular adhesion forces measured by atomic force microscopy in 
Staphylococcus epidermidis biofilms. Antimicrob Agents Chemother. 49:4853-9. 
Chen, K.G., R.D. Leapman, G. Zhang, B. Lai, J.C. Valencia, C.O. Cardarelli, W.D. Vieira, V.J. 
Hearing, and M.M. Gottesman. 2009. Influence of melanosome dynamics on 
melanoma drug sensitivity. J Natl Cancer Inst. 101:1259-71. 
Chen, W., D.B. Jump, W.J. Esselman, and J.V. Busik. 2007. Inhibition of cytokine signaling 
in human retinal endothelial cells through modification of caveolae/lipid rafts by 
docosahexaenoic acid. Invest Ophthalmol Vis Sci. 48:18-26. 
Chen, W.Y., and G. Abatangelo. 1999. Functions of hyaluronan in wound repair. Wound 
Repair Regen. 7:79-89. 
Chong, B.F., L.M. Blank, R. McLaughlin, and L.K. Nielsen. 2005. Microbial hyaluronic acid 
production. Appl Microbiol Biotechnol. 66:341-51. 
169 
Chong, B.F., and L.K. Nielsen. 2003. Amplifying the cellular reduction potential of 
Streptococcus zooepidemicus. J Biotechnol. 100:33-41. 
Christofori, G. 2006. New signals from the invasive front. Nature. 441:444-50. 
Chung, C.Y., S. Funamoto, and R.A. Firtel. 2001. Signaling pathways controlling cell 
polarity and chemotaxis. Trends Biochem Sci. 26:557-66. 
Clark, R.A. 1985. Cutaneous tissue repair: basic biologic considerations. I. J Am Acad 
Dermatol. 13:701-25. 
Clark, R.A. 2001. Fibrin and wound healing. Ann N Y Acad Sci. 936:355-67. 
Clark, R.A. 2003. Fibrin is a many splendored thing. J Invest Dermatol. 121:xxi-xxii. 
Clark, R.A., R. Alon, and T.A. Springer. 1996. CD44 and hyaluronan-dependent rolling 
interactions of lymphocytes on tonsillar stroma. J Cell Biol. 134:1075-87. 
Clark, R.A., J.M. Lanigan, P. DellaPelle, E. Manseau, H.F. Dvorak, and R.B. Colvin. 1982. 
Fibronectin and fibrin provide a provisional matrix for epidermal cell migration 
during wound reepithelialization. J Invest Dermatol. 79:264-9. 
Clayton, E., D.P. Doupe, A.M. Klein, D.J. Winton, B.D. Simons, and P.H. Jones. 2007. A single 
type of progenitor cell maintains normal epidermis. Nature. 446:185-9. 
Cockcroft, S., and B.D. Gomperts. 1979. ATP induces nucleotide permeability in rat mast 
cells. Nature. 279:541-2. 
Constantinescu, P., B. Wang, K. Kovacevic, I. Jalilian, G.J. Bosman, J.S. Wiley, and R. 
Sluyter. 2010. P2X7 receptor activation induces cell death and microparticle 
release in murine erythroleukemia cells. Biochim Biophys Acta. 1798:1797-804. 
Cook, N., B. Basu, S. Biswas, P. Kareclas, C. Mann, C. Palmer, A. Thomas, S. Nicholson, B. 
Morgan, D. Lomas, B. Sirohi, A.P. Mander, M. Middleton, and P.G. Corrie. 2010. A 
phase 2 study of vatalanib in metastatic melanoma patients. Eur J Cancer. 
46:2671-3. 
Coulombe, P.A. 1993. The cellular and molecular biology of keratins: beginning a new 
era. Curr Opin Cell Biol. 5:17-29. 
Coulombe, P.A. 2003. Wound epithelialization: accelerating the pace of discovery. J Invest 
Dermatol. 121:219-30. 
Cowman, M.K., and S. Matsuoka. 2005. Experimental approaches to hyaluronan 
structure. Carbohydr Res. 340:791-809. 
Crombie, I.K. 1979. Racial differences in melanoma incidence. Br J Cancer. 40:185-93. 
170 
Crowson, A.N. 2006. Basal cell carcinoma: biology, morphology and clinical implications. 
Mod Pathol. 19 Suppl 2:S127-47. 
Csoka, A.B., G.I. Frost, and R. Stern. 2001. The six hyaluronidase-like genes in the human 
and mouse genomes. Matrix Biol. 20:499-508. 
Cuff, C.A., D. Kothapalli, I. Azonobi, S. Chun, Y. Zhang, R. Belkin, C. Yeh, A. Secreto, R.K. 
Assoian, D.J. Rader, and E. Pure. 2001. The adhesion receptor CD44 promotes 
atherosclerosis by mediating inflammatory cell recruitment and vascular cell 
activation. J Clin Invest. 108:1031-40. 
Culp, L.A., B.A. Murray, and B.J. Rollins. 1979. Fibronectin and proteoglycans as 
determinants of cell-substratum adhesion. J Supramol Struct. 11:401-27. 
Cummins, D.L., J.M. Cummins, H. Pantle, M.A. Silverman, A.L. Leonard, and A. 
Chanmugam. 2006. Cutaneous malignant melanoma. Mayo Clin Proc. 81:500-7. 
de Vries, E., and J.W. Coebergh. 2004. Cutaneous malignant melanoma in Europe. Eur J 
Cancer. 40:2355-66. 
Dean, M., and T. Annilo. 2005. Evolution of the ATP-binding cassette (ABC) transporter 
superfamily in vertebrates. Annu Rev Genomics Hum Genet. 6:123-42. 
Declair, V. 1997. The usefulness of topical application of essential fatty acids (EFA) to 
prevent pressure ulcers. Ostomy Wound Manage. 43:48-52, 54. 
Dennis, L.K., M.J. Vanbeek, L.E. Beane Freeman, B.J. Smith, D.V. Dawson, and J.A. Coughlin. 
2008. Sunburns and risk of cutaneous melanoma: does age matter? A 
comprehensive meta-analysis. Ann Epidemiol. 18:614-27. 
Desmouliere, A. 1995. Factors influencing myofibroblast differentiation during wound 
healing and fibrosis. Cell Biol Int. 19:471-6. 
Desmouliere, A., C. Chaponnier, and G. Gabbiani. 2005. Tissue repair, contraction, and 
the myofibroblast. Wound Repair Regen. 13:7-12. 
Diaz-Hernandez, M., M. Diez-Zaera, J. Sanchez-Nogueiro, R. Gomez-Villafuertes, J.M. 
Canals, J. Alberch, M.T. Miras-Portugal, and J.J. Lucas. 2009. Altered P2X7-
receptor level and function in mouse models of Huntington's disease and 
therapeutic efficacy of antagonist administration. Faseb J. 23:1893-906. 
DiPietro, L.A., P.J. Polverini, S.M. Rahbe, and E.J. Kovacs. 1995. Modulation of JE/MCP-1 
expression in dermal wound repair. Am J Pathol. 146:868-75. 
Drew, A.F., H. Liu, J.M. Davidson, C.C. Daugherty, and J.L. Degen. 2001. Wound-healing 
defects in mice lacking fibrinogen. Blood. 97:3691-8. 
171 
Dutot, M., H. Liang, C. Martin, D. Rousseau, A. Grynberg, J.M. Warnet, and P. Rat. 2009. Per 
os administered refined olive oil and marine PUFA-rich oils reach the cornea: 
possible role on oxidative stress through caveolin-1 modulation. Nutr Metab 
(Lond). 6:48. 
Eckert, R.L., J.F. Crish, and N.A. Robinson. 1997. The epidermal keratinocyte as a model 
for the study of gene regulation and cell differentiation. Physiol Rev. 77:397-424. 
el-Moatassim, C., and G.R. Dubyak. 1992. A novel pathway for the activation of 
phospholipase D by P2z purinergic receptors in BAC1.2F5 macrophages. J Biol 
Chem. 267:23664-73. 
Elliott, A.M., and M.A. Al-Hajj. 2009. ABCB8 mediates doxorubicin resistance in 
melanoma cells by protecting the mitochondrial genome. Mol Cancer Res. 7:79-87. 
Eming, S.A., T. Krieg, and J.M. Davidson. 2007. Inflammation in wound repair: molecular 
and cellular mechanisms. J Invest Dermatol. 127:514-25. 
Eralp, I., H. Lie-Venema, M.C. DeRuiter, N.M. van den Akker, A.J. Bogers, M.M. Mentink, 
R.E. Poelmann, and A.C. Gittenberger-de Groot. 2005. Coronary artery and orifice 
development is associated with proper timing of epicardial outgrowth and 
correlated Fas-ligand-associated apoptosis patterns. Circ Res. 96:526-34. 
Erb, L., K.D. Lustig, A.H. Ahmed, F.A. Gonzalez, and G.A. Weisman. 1990. Covalent 
incorporation of 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl-ATP into a P2 purinoceptor in 
transformed mouse fibroblasts. J Biol Chem. 265:7424-31. 
Eriksson, E., and J. Vranckx. 2004. Wet wound healing: from laboratory to patients to 
gene therapy. Am J Surg. 188:36-41. 
Etscheid, M., N. Beer, and J. Dodt. 2005. The hyaluronan-binding protease upregulates 
ERK1/2 and PI3K/Akt signalling pathways in fibroblasts and stimulates cell 
proliferation and migration. Cell Signal. 17:1486-94. 
Evanko, S.P., J.C. Angello, and T.N. Wight. 1999. Formation of hyaluronan- and versican-
rich pericellular matrix is required for proliferation and migration of vascular 
smooth muscle cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 19:1004-13. 
Evanko, S.P., P.Y. Johnson, K.R. Braun, C.B. Underhill, J. Dudhia, and T.N. Wight. 2001. 
Platelet-derived growth factor stimulates the formation of versican-hyaluronan 
aggregates and pericellular matrix expansion in arterial smooth muscle cells. 
Arch Biochem Biophys. 394:29-38. 
172 
Evans, R.J., C. Lewis, G. Buell, S. Valera, R.A. North, and A. Surprenant. 1995. 
Pharmacological characterization of heterologously expressed ATP-gated cation 
channels (P2x purinoceptors). Mol Pharmacol. 48:178-83. 
Farrell, A.W., S. Gadeock, A. Pupovac, B. Wang, I. Jalilian, M. Ranson, and R. Sluyter. 2010. 
P2X7 receptor activation induces cell death and CD23 shedding in human RPMI 
8226 multiple myeloma cells. Biochim Biophys Acta. 1800:1173-82. 
Feng, Y.H., L. Wang, Q. Wang, X. Li, R. Zeng, and G.I. Gorodeski. 2005. ATP stimulates 
GRK-3 phosphorylation and beta-arrestin-2-dependent internalization of P2X7 
receptor. Am J Physiol Cell Physiol. 288:C1342-56. 
Ferrari, D., P. Chiozzi, S. Falzoni, M. Dal Susino, L. Melchiorri, O.R. Baricordi, and F. Di 
Virgilio. 1997a. Extracellular ATP triggers IL-1 beta release by activating the 
purinergic P2Z receptor of human macrophages. J Immunol. 159:1451-8. 
Ferrari, D., P. Chiozzi, S. Falzoni, S. Hanau, and F. Di Virgilio. 1997b. Purinergic 
modulation of interleukin-1 beta release from microglial cells stimulated with 
bacterial endotoxin. J Exp Med. 185:579-82. 
Ferrari, D., C. Pizzirani, E. Adinolfi, R.M. Lemoli, A. Curti, M. Idzko, E. Panther, and F. Di 
Virgilio. 2006. The P2X7 receptor: a key player in IL-1 processing and release. J 
Immunol. 176:3877-83. 
Foger, N., R. Marhaba, and M. Zoller. 2001. Involvement of CD44 in cytoskeleton 
rearrangement and raft reorganization in T cells. J Cell Sci. 114:1169-78. 
Fournier, N., and S. Mordon. 2005. Nonablative remodeling with a 1,540 nm 
erbium:glass laser. Dermatol Surg. 31:1227-35; discussion 1236. 
Franklin, J.D., and J.B. Lynch. 1979. Effects of topical applications of epidermal growth 
factor on wound healing. Experimental study on rabbit ears. Plast Reconstr Surg. 
64:766-70. 
Fraser, J.R., and B.J. Clarris. 1970. On the reactions of human synovial cells exposed to 
homologous leucocytes in vitro. Clin Exp Immunol. 6:211-25. 
Fraser, J.R., T.C. Laurent, and U.B. Laurent. 1997. Hyaluronan: its nature, distribution, 
functions and turnover. J Intern Med. 242:27-33. 
Fu, W., T. McCormick, X. Qi, L. Luo, L. Zhou, X. Li, B.C. Wang, H.E. Gibbons, F.W. Abdul-
Karim, and G.I. Gorodeski. 2009. Activation of P2X(7)-mediated apoptosis Inhibits 
DMBA/TPA-induced formation of skin papillomas and cancer in mice. BMC 
Cancer. 9:114. 
173 
Fuhrmann, H., E.A. Miles, A.L. West, and P.C. Calder. 2007. Membrane fatty acids, 
oxidative burst and phagocytosis after enrichment of P388D1 
monocyte/macrophages with essential 18-carbon fatty acids. Ann Nutr Metab. 
51:155-62. 
Galli, M., F. Van Gool, and O. Leo. 2011. Sirtuins and inflammation: Friends or foes? 
Biochem Pharmacol. 81:569-76. 
Gambichler, T., G. Moussa, M. Sand, D. Sand, P. Altmeyer, and K. Hoffmann. 2005. 
Applications of optical coherence tomography in dermatology. J Dermatol Sci. 
40:85-94. 
Garcia-Marcos, M., E. Perez-Andres, S. Tandel, U. Fontanils, A. Kumps, E. Kabre, A. 
Gomez-Munoz, A. Marino, J.P. Dehaye, and S. Pochet. 2006a. Coupling of two pools 
of P2X7 receptors to distinct intracellular signaling pathways in rat 
submandibular gland. J Lipid Res. 47:705-14. 
Garcia-Marcos, M., S. Pochet, S. Tandel, U. Fontanils, E. Astigarraga, J.A. Fernandez-
Gonzalez, A. Kumps, A. Marino, and J.P. Dehaye. 2006b. Characterization and 
comparison of raft-like membranes isolated by two different methods from rat 
submandibular gland cells. Biochim Biophys Acta. 1758:796-806. 
Garrod, D.R., A.J. Merritt, and Z. Nie. 2002. Desmosomal adhesion: structural basis, 
molecular mechanism and regulation (Review). Mol Membr Biol. 19:81-94. 
Gasser, S., and D.H. Raulet. 2006. The DNA damage response arouses the immune 
system. Cancer Res. 66:3959-62. 
Gendron, F.P., J.T. Neary, P.M. Theiss, G.Y. Sun, F.A. Gonzalez, and G.A. Weisman. 2003. 
Mechanisms of P2X7 receptor-mediated ERK1/2 phosphorylation in human 
astrocytoma cells. Am J Physiol Cell Physiol. 284:C571-81. 
Gensanne, D., G. Josse, A.M. Schmitt, J.M. Lagarde, and D. Vincensini. 2007. In vivo 
visualization of hyaluronic acid injection by high spatial resolution T2 parametric 
magnetic resonance images. Skin Res Technol. 13:385-9. 
Ghatak, S., S. Misra, and B.P. Toole. 2005. Hyaluronan constitutively regulates ErbB2 
phosphorylation and signaling complex formation in carcinoma cells. J Biol Chem. 
280:8875-83. 
Gill, D. 1998. Angiogenic modulation. J Wound Care. 7:411-4. 
Gillitzer, R., and M. Goebeler. 2001. Chemokines in cutaneous wound healing. J Leukoc 
Biol. 69:513-21. 
174 
Girod, S., P. Baldet-Dupy, H. Maillols, and J.M. Devoisselle. 2002. On-line direct 
determination of the second virial coefficient of a natural polysaccharide using 
size-exclusion chromatography and multi-angle laser light scattering. J 
Chromatogr A. 943:147-52. 
Giudice, G.J., D.J. Emery, B.D. Zelickson, G.J. Anhalt, Z. Liu, and L.A. Diaz. 1993. Bullous 
pemphigoid and herpes gestationis autoantibodies recognize a common non-
collagenous site on the BP180 ectodomain. J Immunol. 151:5742-50. 
Gollob, J.A., C.J. Sciambi, B.L. Peterson, T. Richmond, M. Thoreson, K. Moran, H.K. 
Dressman, J. Jelinek, and J.P. Issa. 2006. Phase I trial of sequential low-dose 5-aza-
2'-deoxycytidine plus high-dose intravenous bolus interleukin-2 in patients with 
melanoma or renal cell carcinoma. Clin Cancer Res. 12:4619-27. 
Gonzalez, F.A., A.H. Ahmed, K.D. Lustig, L. Erb, and G.A. Weisman. 1989. Permeabilization 
of transformed mouse fibroblasts by 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl adenosine 5'-
triphosphate and the desensitization of the process. J Cell Physiol. 139:109-15. 
Gordon, E.J., N.W. Gale, and N.L. Harvey. 2008. Expression of the hyaluronan receptor 
LYVE-1 is not restricted to the lymphatic vasculature; LYVE-1 is also expressed 
on embryonic blood vessels. Dev Dyn. 237:1901-9. 
Gorjao, R., M.F. Cury-Boaventura, T.M. de Lima, and R. Curi. 2007. Regulation of human 
lymphocyte proliferation by fatty acids. Cell Biochem Funct. 25:305-15. 
Gorodeski, G.I. 2009. P2X7-mediated chemoprevention of epithelial cancers. Expert Opin 
Ther Targets. 13:1313-32. 
Goto, M., T. Hanyu, T. Yoshio, H. Matsuno, M. Shimizu, N. Murata, S. Shiozawa, T. 
Matsubara, S. Yamana, and T. Matsuda. 2001. Intra-articular injection of 
hyaluronate (SI-6601D) improves joint pain and synovial fluid prostaglandin E2 
levels in rheumatoid arthritis: a multicenter clinical trial. Clin Exp Rheumatol. 
19:377-83. 
Gray-Schopfer, V., C. Wellbrock, and R. Marais. 2007. Melanoma biology and new 
targeted therapy. Nature. 445:851-7. 
Green, D.R. 2000. Apoptotic pathways: paper wraps stone blunts scissors. Cell. 102:1-4. 
Groves, A.R., and J.C. Lawrence. 1986. Alginate dressing as a donor site haemostat. Ann R 
Coll Surg Engl. 68:27-8. 
175 
Gu, B.J., C. Rathsam, L. Stokes, A.B. McGeachie, and J.S. Wiley. 2009a. Extracellular ATP 
dissociates nonmuscle myosin from P2X(7) complex: this dissociation regulates 
P2X(7) pore formation. Am J Physiol Cell Physiol. 297:C430-9. 
Gu, B.J., B.M. Saunders, C. Jursik, and J.S. Wiley. 2009b. The P2X7-nonmuscle myosin 
membrane complex regulates phagocytosis of nonopsonized particles and 
bacteria by a pathway attenuated by extracellular ATP. Blood. 115:1621-31. 
Gu, L.Q., F.Y. Li, L. Zhao, Y. Liu, Q. Chu, X.X. Zang, J.M. Liu, G. Ning, and Y.J. Zhao. 2011. 
Association of XIAP and P2X7 receptor expression with lymph node metastasis in 
papillary thyroid carcinoma. Endocrine. 38:276-82. 
Gurtner, G.C., S. Werner, Y. Barrandon, and M.T. Longaker. 2008. Wound repair and 
regeneration. Nature. 453:314-21. 
Hanahan, D., and R.A. Weinberg. 2000. The hallmarks of cancer. Cell. 100:57-70. 
Harder, J., J. Bartels, E. Christophers, and J.M. Schroder. 1997. A peptide antibiotic from 
human skin. Nature. 387:861. 
Hayden, M.S., and S. Ghosh. 2008. Shared principles in NF-kappaB signaling. Cell. 
132:344-62. 
Hayen, W., M. Goebeler, S. Kumar, R. Riessen, and V. Nehls. 1999. Hyaluronan stimulates 
tumor cell migration by modulating the fibrin fiber architecture. J Cell Sci. 112 ( Pt 
13):2241-51. 
Hearing, V.J. 2005. Biogenesis of pigment granules: a sensitive way to regulate 
melanocyte function. J Dermatol Sci. 37:3-14. 
Herman, J.G., and S.B. Baylin. 2003. Gene silencing in cancer in association with promoter 
hypermethylation. N Engl J Med. 349:2042-54. 
Hiramitsu, T., T. Yasuda, H. Ito, M. Shimizu, S.M. Julovi, T. Kakinuma, M. Akiyoshi, M. 
Yoshida, and T. Nakamura. 2006. Intercellular adhesion molecule-1 mediates the 
inhibitory effects of hyaluronan on interleukin-1beta-induced matrix 
metalloproteinase production in rheumatoid synovial fibroblasts via down-
regulation of NF-kappaB and p38. Rheumatology (Oxford). 45:824-32. 
Hodge-Dufour, J., P.W. Noble, M.R. Horton, C. Bao, M. Wysoka, M.D. Burdick, R.M. Strieter, 
G. Trinchieri, and E. Pure. 1997. Induction of IL-12 and chemokines by 
hyaluronan requires adhesion-dependent priming of resident but not elicited 
macrophages. J Immunol. 159:2492-500. 
176 
Holmes, M.W., M.T. Bayliss, and H. Muir. 1988. Hyaluronic acid in human articular 
cartilage. Age-related changes in content and size. Biochem J. 250:435-41. 
Horton, M.R., M.D. Burdick, R.M. Strieter, C. Bao, and P.W. Noble. 1998. Regulation of 
hyaluronan-induced chemokine gene expression by IL-10 and IFN-gamma in 
mouse macrophages. J Immunol. 160:3023-30. 
Horton, M.R., M.A. Olman, C. Bao, K.E. White, A.M. Choi, B.Y. Chin, P.W. Noble, and C.J. 
Lowenstein. 2000. Regulation of plasminogen activator inhibitor-1 and urokinase 
by hyaluronan fragments in mouse macrophages. Am J Physiol Lung Cell Mol 
Physiol. 279:L707-15. 
Huang, N., D.J. Wang, and L.A. Heppel. 1989. Extracellular ATP is a mitogen for 3T3, 3T6, 
and A431 cells and acts synergistically with other growth factors. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 86:7904-8. 
Humphreys, B.D., and G.R. Dubyak. 1996. Induction of the P2z/P2X7 nucleotide receptor 
and associated phospholipase D activity by lipopolysaccharide and IFN-gamma in 
the human THP-1 monocytic cell line. J Immunol. 157:5627-37. 
Iglesias, R., S. Locovei, A. Roque, A.P. Alberto, G. Dahl, D.C. Spray, and E. Scemes. 2008. 
P2X7 receptor-Pannexin1 complex: pharmacology and signaling. Am J Physiol Cell 
Physiol. 295:C752-60. 
Igney, F.H., and P.H. Krammer. 2002. Death and anti-death: tumour resistance to 
apoptosis. Nat Rev Cancer. 2:277-88. 
Itano, N., T. Sawai, M. Yoshida, P. Lenas, Y. Yamada, M. Imagawa, T. Shinomura, M. 
Hamaguchi, Y. Yoshida, Y. Ohnuki, S. Miyauchi, A.P. Spicer, J.A. McDonald, and K. 
Kimata. 1999. Three isoforms of mammalian hyaluronan synthases have distinct 
enzymatic properties. J Biol Chem. 274:25085-92. 
Itano, N., L. Zhuo, and K. Kimata. 2008. Impact of the hyaluronan-rich tumor 
microenvironment on cancer initiation and progression. Cancer Sci. 99:1720-5. 
Ito, M., Y. Liu, Z. Yang, J. Nguyen, F. Liang, R.J. Morris, and G. Cotsarelis. 2005. Stem cells 
in the hair follicle bulge contribute to wound repair but not to homeostasis of the 
epidermis. Nat Med. 11:1351-4. 
Itoigawa, M., C. Ito, H.T. Tan, M. Kuchide, H. Tokuda, H. Nishino, and H. Furukawa. 2001. 
Cancer chemopreventive agents, 4-phenylcoumarins from Calophyllum 
inophyllum. Cancer Lett. 169:15-9. 
177 
Jackson, D.G. 2003. The lymphatics revisited: new perspectives from the hyaluronan 
receptor LYVE-1. Trends Cardiovasc Med. 13:1-7. 
Jackson, D.G. 2004. Biology of the lymphatic marker LYVE-1 and applications in research 
into lymphatic trafficking and lymphangiogenesis. Apmis. 112:526-38. 
Jacobson, A., J. Brinck, M.J. Briskin, A.P. Spicer, and P. Heldin. 2000. Expression of human 
hyaluronan synthases in response to external stimuli. Biochem J. 348 Pt 1:29-35. 
Jiang, D., J. Liang, J. Fan, S. Yu, S. Chen, Y. Luo, G.D. Prestwich, M.M. Mascarenhas, H.G. 
Garg, D.A. Quinn, R.J. Homer, D.R. Goldstein, R. Bucala, P.J. Lee, R. Medzhitov, and 
P.W. Noble. 2005. Regulation of lung injury and repair by Toll-like receptors and 
hyaluronan. Nat Med. 11:1173-9. 
Jiang, L.H., A.B. Mackenzie, R.A. North, and A. Surprenant. 2000. Brilliant blue G 
selectively blocks ATP-gated rat P2X(7) receptors. Mol Pharmacol. 58:82-8. 
Jimbow, K., Y. Miyake, K. Homma, K. Yasuda, Y. Izumi, A. Tsutsumi, and S. Ito. 1984. 
Characterization of melanogenesis and morphogenesis of melanosomes by 
physicochemical properties of melanin and melanosomes in malignant 
melanoma. Cancer Res. 44:1128-34. 
Johnstone, R.W., A.A. Ruefli, and S.W. Lowe. 2002. Apoptosis: a link between cancer 
genetics and chemotherapy. Cell. 108:153-64. 
Judith A Tunggal1, a., Iris Helfrich1,a, Annika Schmitz1, Heinz Schwarz2, Dorothee 
Günzel3, Michael Fromm3, Rolf Kemler4, Thomas Krieg1,5 and Carien M Niessen. 
2005. E-cadherin is essential for in vivo epidermal barrier function by regulating 
tight junctions. The EMBO Journal. 24:1146 - 1156  
Kahlenberg, J.M., and G.R. Dubyak. 2004. Mechanisms of caspase-1 activation by P2X7 
receptor-mediated K+ release. Am J Physiol Cell Physiol. 286:C1100-8. 
Kalomiris, E.L., and L.Y. Bourguignon. 1988. Mouse T lymphoma cells contain a 
transmembrane glycoprotein (GP85) that binds ankyrin. J Cell Biol. 106:319-27. 
Karvinen, S., S. Pasonen-Seppanen, J.M. Hyttinen, J.P. Pienimaki, K. Torronen, T.A. Jokela, 
M.I. Tammi, and R. Tammi. 2003. Keratinocyte growth factor stimulates 
migration and hyaluronan synthesis in the epidermis by activation of 
keratinocyte hyaluronan synthases 2 and 3. J Biol Chem. 278:49495-504. 
Kashani-Sabet, M., Y. Liu, S. Fong, P.Y. Desprez, S. Liu, G. Tu, M. Nosrati, C. 
Handumrongkul, D. Liggitt, A.D. Thor, and R.J. Debs. 2002. Identification of gene 
178 
function and functional pathways by systemic plasmid-based ribozyme targeting 
in adult mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 99:3878-83. 
Kashani-Sabet, M., L. Shaikh, J.R. Miller, 3rd, M. Nosrati, C.M. Ferreira, R.J. Debs, and R.W. 
Sagebiel. 2004. NF-kappa B in the vascular progression of melanoma. J Clin Oncol. 
22:617-23. 
Khaing, Z.Z., B.D. Milman, J.E. Vanscoy, S.K. Seidlits, R.J. Grill, and C.E. Schmidt. 2011. High 
molecular weight hyaluronic acid limits astrocyte activation and scar formation 
after spinal cord injury. J Neural Eng. 8:046033. 
Kim, M., L.H. Jiang, H.L. Wilson, R.A. North, and A. Surprenant. 2001. Proteomic and 
functional evidence for a P2X7 receptor signalling complex. Embo J. 20:6347-58. 
Kim, M.H., W. Liu, D.L. Borjesson, F.R. Curry, L.S. Miller, A.L. Cheung, F.T. Liu, R.R. Isseroff, 
and S.I. Simon. 2008. Dynamics of neutrophil infiltration during cutaneous wound 
healing and infection using fluorescence imaging. J Invest Dermatol. 128:1812-20. 
Kimata, K., Y. Honma, M. Okayama, K. Oguri, M. Hozumi, and S. Suzuki. 1983. Increased 
synthesis of hyaluronic acid by mouse mammary carcinoma cell variants with 
high metastatic potential. Cancer Res. 43:1347-54. 
Klein, C.A. 2009. Parallel progression of primary tumours and metastases. Nat Rev 
Cancer. 9:302-12. 
Knobloch, J.E., and P.N. Shaklee. 1997. Absolute molecular weight distribution of low-
molecular-weight heparins by size-exclusion chromatography with multiangle 
laser light scattering detection. Anal Biochem. 245:231-41. 
Kofoed, J.A., and A.C. Barcelo. 1978. The synovial fluid hyaluronic acid in rheumatoid 
arthritis. Experientia. 34:1545-6. 
Kogan, G., L. Soltes, R. Stern, and P. Gemeiner. 2007. Hyaluronic acid: a natural 
biopolymer with a broad range of biomedical and industrial applications. 
Biotechnol Lett. 29:17-25. 
Kolambkar, Y.M., K.M. Dupont, J.D. Boerckel, N. Huebsch, D.J. Mooney, D.W. Hutmacher, 
and R.E. Guldberg. 2011. An alginate-based hybrid system for growth factor 
delivery in the functional repair of large bone defects. Biomaterials. 32:65-74. 
Kopp, S., S. Akerman, and M. Nilner. 1991. Short-term effects of intra-articular sodium 
hyaluronate, glucocorticoid, and saline injections on rheumatoid arthritis of the 
temporomandibular joint. J Craniomandib Disord. 5:231-8. 
179 
Kothapalli, D., J. Flowers, T. Xu, E. Pure, and R.K. Assoian. 2008. Differential activation of 
ERK and Rac mediates the proliferative and anti-proliferative effects of 
hyaluronan and CD44. J Biol Chem. 283:31823-9. 
Kothapalli, D., L. Zhao, E.A. Hawthorne, Y. Cheng, E. Lee, E. Pure, and R.K. Assoian. 2007. 
Hyaluronan and CD44 antagonize mitogen-dependent cyclin D1 expression in 
mesenchymal cells. J Cell Biol. 176:535-44. 
Krahulec, J., and J. Krahulcova. 2006. Increase in hyaluronic acid production by 
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus strain deficient in beta-glucuronidase 
in laboratory conditions. Appl Microbiol Biotechnol. 71:415-22. 
Labelle, M., H.J. Schnittler, D.E. Aust, K. Friedrich, G. Baretton, D. Vestweber, and G. 
Breier. 2008. Vascular endothelial cadherin promotes breast cancer progression 
via transforming growth factor beta signaling. Cancer Res. 68:1388-97. 
Lakshman, M., V. Subramaniam, U. Rubenthiran, and S. Jothy. 2004. CD44 promotes 
resistance to apoptosis in human colon cancer cells. Exp Mol Pathol. 77:18-25. 
Lambrecht, G., T. Friebe, U. Grimm, U. Windscheif, E. Bungardt, C. Hildebrandt, H.G. 
Baumert, G. Spatz-Kumbel, and E. Mutschler. 1992. PPADS, a novel functionally 
selective antagonist of P2 purinoceptor-mediated responses. Eur J Pharmacol. 
217:217-9. 
Lan, C.C., C.S. Wu, S.M. Huang, H.Y. Kuo, I.H. Wu, C.W. Liang, and G.S. Chen. 2012. High-
glucose environment reduces human beta-defensin-2 expression in human 
keratinocytes: implications for poor diabetic wound healing. Br J Dermatol. 
166:1221-9. 
Langton, A.K., S.E. Herrick, and D.J. Headon. 2008. An extended epidermal response heals 
cutaneous wounds in the absence of a hair follicle stem cell contribution. J Invest 
Dermatol. 128:1311-8. 
Lansdown, A.B. 2002. Silver. I: Its antibacterial properties and mechanism of action. J 
Wound Care. 11:125-30. 
Lapcik, L.J.a.L., L. Lapcik, S. De Smedt, J. Demeester, and P. Chabrecek. 1998. Hyaluronan: 
Preparation, Structure, Properties, and Applications. Chem Rev. 98:2663-2684. 
Lassus, P., X. Opitz-Araya, and Y. Lazebnik. 2002. Requirement for caspase-2 in stress-
induced apoptosis before mitochondrial permeabilization. Science. 297:1352-4. 
Laurent, U.B., J.R. Fraser, A. Engstrom-Laurent, R.K. Reed, L.B. Dahl, and T.C. Laurent. 
1992. Catabolism of hyaluronan in the knee joint of the rabbit. Matrix. 12:130-6. 
180 
Lawrence, W.T. 1998. Physiology of the acute wound. Clin Plast Surg. 25:321-40. 
Lazovic, G., M. Colic, M. Grubor, and M. Jovanovic. 2005. The application of collagen sheet 
in open wound healing*. Ann Burns Fire Disasters. 18:151-6. 
Lee, H.G., and M.K. Cowman. 1994. An agarose gel electrophoretic method for analysis of 
hyaluronan molecular weight distribution. Anal Biochem. 219:278-87. 
Leibovich, S.J., and R. Ross. 1975. The role of the macrophage in wound repair. A study 
with hydrocortisone and antimacrophage serum. Am J Pathol. 78:71-100. 
Leiter, U., R.M. Schmid, P. Kaskel, R.U. Peter, and G. Krahn. 2000. Antiapoptotic bcl-2 and 
bcl-xL in advanced malignant melanoma. Arch Dermatol Res. 292:225-32. 
Lepperdinger, G., J. Mullegger, and G. Kreil. 2001. Hyal2--less active, but more versatile? 
Matrix Biol. 20:509-14. 
Lepperdinger, G., B. Strobl, and G. Kreil. 1998. HYAL2, a human gene expressed in many 
cells, encodes a lysosomal hyaluronidase with a novel type of specificity. J Biol 
Chem. 273:22466-70. 
Lesley, J., V.C. Hascall, M. Tammi, and R. Hyman. 2000. Hyaluronan binding by cell 
surface CD44. J Biol Chem. 275:26967-75. 
Lesley, J., and R. Hyman. 1998. CD44 structure and function. Front Biosci. 3:d616-30. 
Lesley, J., R. Hyman, and P.W. Kincade. 1993. CD44 and its interaction with extracellular 
matrix. Adv Immunol. 54:271-335. 
Li, C., R.W. Peoples, and F.F. Weight. 1997. Mg2+ inhibition of ATP-activated current in 
rat nodose ganglion neurons: evidence that Mg2+ decreases the agonist affinity of 
the receptor. J Neurophysiol. 77:3391-5. 
Liang, C.C., A.Y. Park, and J.L. Guan. 2007. In vitro scratch assay: a convenient and 
inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nat Protoc. 2:329-33. 
Lister, M.F., J. Sharkey, D.A. Sawatzky, J.P. Hodgkiss, D.J. Davidson, A.G. Rossi, and K. 
Finlayson. 2007. The role of the purinergic P2X7 receptor in inflammation. J 
Inflamm (Lond). 4:5. 
Lokeshwar, V.B., and M.G. Selzer. 2000. Differences in hyaluronic acid-mediated 
functions and signaling in arterial, microvessel, and vein-derived human 
endothelial cells. J Biol Chem. 275:27641-9. 
Loria, D., and E. Matos. 2001. Risk factors for cutaneous melanoma: a case-control study 
in Argentina. Int J Dermatol. 40:108-14. 
181 
Lubbe, J., M. Reichel, G. Burg, and P. Kleihues. 1994. Absence of p53 gene mutations in 
cutaneous melanoma. J Invest Dermatol. 102:819-21. 
Lyall, P.W., and S.W. Sinclair. 2000. Australasian survey of split skin graft donor site 
dressings. Aust N Z J Surg. 70:114-6. 
MacDonald, K.P., J.S. Palmer, S. Cronau, E. Seppanen, S. Olver, N.C. Raffelt, R. Kuns, A.R. 
Pettit, A. Clouston, B. Wainwright, D. Branstetter, J. Smith, R.J. Paxton, D.P. 
Cerretti, L. Bonham, G.R. Hill, and D.A. Hume. 2010. An antibody against the 
colony-stimulating factor 1 receptor depletes the resident subset of monocytes 
and tissue- and tumor-associated macrophages but does not inhibit 
inflammation. Blood. 116:3955-63. 
MacKenzie, A., H.L. Wilson, E. Kiss-Toth, S.K. Dower, R.A. North, and A. Surprenant. 2001. 
Rapid secretion of interleukin-1beta by microvesicle shedding. Immunity. 15:825-
35. 
Madhunapantula, S.V., and G.P. Robertson. 2011. Therapeutic Implications of Targeting 
AKT Signaling in Melanoma. Enzyme Res. 2011:327923. 
Madlener, M., W.C. Parks, and S. Werner. 1998. Matrix metalloproteinases (MMPs) and 
their physiological inhibitors (TIMPs) are differentially expressed during 
excisional skin wound repair. Exp Cell Res. 242:201-10. 
Mankus, C., C. Rich, M. Minns, and V. Trinkaus-Randall. 2011. Corneal epithelium 
expresses a variant of P2X(7) receptor in health and disease. PLoS One. 6:e28541. 
Mansbridge, J.N., and A.M. Knapp. 1987. Changes in keratinocyte maturation during 
wound healing. J Invest Dermatol. 89:253-63. 
Maquart, F.X. 2012. [Anti-tumoral matrikines: potential interest in oncology]. Bull Acad 
Natl Med. 194:633-45; discussion 645-6. 
Martin, P. 1997. Wound healing--aiming for perfect skin regeneration. Science. 276:75-
81. 
Martinez, J., A. Ferber, T.L. Bach, and C.H. Yaen. 2001. Interaction of fibrin with VE-
cadherin. Ann N Y Acad Sci. 936:386-405. 
Martins, I., A. Tesniere, O. Kepp, M. Michaud, F. Schlemmer, L. Senovilla, C. Seror, D. 
Metivier, J.L. Perfettini, L. Zitvogel, and G. Kroemer. 2009. Chemotherapy induces 
ATP release from tumor cells. Cell Cycle. 8:3723-8. 
Masellis-Smith, A., A.R. Belch, M.J. Mant, E.A. Turley, and L.M. Pilarski. 1996. Hyaluronan-
dependent motility of B cells and leukemic plasma cells in blood, but not of bone 
182 
marrow plasma cells, in multiple myeloma: alternate use of receptor for 
hyaluronan-mediated motility (RHAMM) and CD44. Blood. 87:1891-9. 
Massudi, H., R. Grant, N. Braidy, J. Guest, B. Farnsworth, and G.J. Guillemin. 2012. Age-
Associated Changes In Oxidative Stress and NAD(+) Metabolism In Human Tissue. 
PLoS One. 7:e42357. 
Matsuhashi, T., X. Liu, M. Karbowski, M. Wozniak, J. Antosiewicz, and T. Wakabayashi. 
1997. Role of free radicals in the mechanism of the hydrazine-induced formation 
of megamitochondria. Free Radic Biol Med. 23:285-93. 
Maxwell, C.A., J. McCarthy, and E. Turley. 2008. Cell-surface and mitotic-spindle RHAMM: 
moonlighting or dual oncogenic functions? J Cell Sci. 121:925-32. 
Mayo, C., R. Ren, C. Rich, M.A. Stepp, and V. Trinkaus-Randall. 2008. Regulation by P2X7: 
epithelial migration and stromal organization in the cornea. Invest Ophthalmol Vis 
Sci. 49:4384-91. 
Mayo, C., M.A. Steep, and V. Trinkaus-Randal. 2007. The role of the P2X7 receptor in 
corneal wound healing. ARVO Annual Meeting. 48:3476. 
McBride, W.H., and J.B. Bard. 1979. Hyaluronidase-sensitive halos around adherent cells. 
Their role in blocking lymphocyte-mediated cytolysis. J Exp Med. 149:507-15. 
McLarnon, J.G., J.K. Ryu, D.G. Walker, and H.B. Choi. 2006. Upregulated expression of 
purinergic P2X(7) receptor in Alzheimer disease and amyloid-beta peptide-
treated microglia and in peptide-injected rat hippocampus. J Neuropathol Exp 
Neurol. 65:1090-7. 
McNeil, E., C.T. Capaldo, and I.G. Macara. 2006. Zonula occludens-1 function in the 
assembly of tight junctions in Madin-Darby canine kidney epithelial cells. Mol Biol 
Cell. 17:1922-32. 
Mendich, R., and L. Soltes. 2002. Hyaluronan molecular weight and polydispersity in 
some commercial intra-articular injectable preparations and in synovial fluid. 
Inflamm Res. 51:115-6. 
Menzies, J., A. Paul, and C. Kennedy. 2003. P2X7 subunit-like immunoreactivity in the 
nucleus of visceral smooth muscle cells of the guinea pig. Auton Neurosci. 
106:103-9. 
Meyer, K., and J. Palmer. 1934. The polysaccahride of the vitreous humor. J Biol Chem. 
107:620-634. 
183 
Milyavsky, M., Y. Tabach, I. Shats, N. Erez, Y. Cohen, X. Tang, M. Kalis, I. Kogan, Y. 
Buganim, N. Goldfinger, D. Ginsberg, C.C. Harris, E. Domany, and V. Rotter. 2005. 
Transcriptional programs following genetic alterations in p53, INK4A, and H-Ras 
genes along defined stages of malignant transformation. Cancer Res. 65:4530-43. 
Moczar, M., and L. Robert. 1993. Stimulation of cell proliferation by hyaluronidase 
during in vitro aging of human skin fibroblasts. Exp Gerontol. 28:59-68. 
Mohapatra, S., X. Yang, J.A. Wright, E.A. Turley, and A.H. Greenberg. 1996. Soluble 
hyaluronan receptor RHAMM induces mitotic arrest by suppressing Cdc2 and 
cyclin B1 expression. J Exp Med. 183:1663-8. 
Mohd Masri, S., W.A. Nazni, H.L. Lee, T.R. TA, and S. Subramaniam. 2005. Sterilisation of 
Lucilia cuprina Wiedemann maggots used in therapy of intractable wounds. Trop 
Biomed. 22:185-9. 
Monboisse, J.C., K. Senechal, J. Thevenard, L. Ramont, S. Brassart-Pasco, and F.X. Maquart. 
2012. [Matrikines: a new anticancer therapeutic strategy]. Biol Aujourdhui. 
206:111-23. 
Mori, C. 1995. Significance of programmed cell death (apoptosis) in mammalian limb 
and palate development. Kaibogaku Zasshi. 70:503-8. 
Mouta Carreira, C., S.M. Nasser, E. di Tomaso, T.P. Padera, Y. Boucher, S.I. Tomarev, and 
R.K. Jain. 2001. LYVE-1 is not restricted to the lymph vessels: expression in 
normal liver blood sinusoids and down-regulation in human liver cancer and 
cirrhosis. Cancer Res. 61:8079-84. 
Murgia, M., S. Hanau, P. Pizzo, M. Rippa, and F. Di Virgilio. 1993. Oxidized ATP. An 
irreversible inhibitor of the macrophage purinergic P2Z receptor. J Biol Chem. 
268:8199-203. 
Nakatsuji, T., M.C. Kao, L. Zhang, C.C. Zouboulis, R.L. Gallo, and C.M. Huang. 2010. Sebum 
free fatty acids enhance the innate immune defense of human sebocytes by 
upregulating beta-defensin-2 expression. J Invest Dermatol. 130:985-94. 
Nandi, A., P. Estess, and M. Siegelman. 2004. Bimolecular complex between rolling and 
firm adhesion receptors required for cell arrest; CD44 association with VLA-4 in 
T cell extravasation. Immunity. 20:455-65. 
Narins, R.S., S.H. Dayan, F.S. Brandt, and E.K. Baldwin. 2008. Persistence and 
improvement of nasolabial fold correction with nonanimal-stabilized hyaluronic 
acid 100,000 gel particles/mL filler on two retreatment schedules: results up to 
184 
18 months on two retreatment schedules. Dermatol Surg. 34 Suppl 1:S2-8; 
discussion S8. 
Neary, J.T., Y. Kang, Y. Bu, E. Yu, K. Akong, and C.M. Peters. 1999. Mitogenic signaling by 
ATP/P2Y purinergic receptors in astrocytes: involvement of a calcium-
independent protein kinase C, extracellular signal-regulated protein kinase 
pathway distinct from the phosphatidylinositol-specific phospholipase C/calcium 
pathway. J Neurosci. 19:4211-20. 
Nelson, A.A., and H. Tsao. 2009. Melanoma and genetics. Clin Dermatol. 27:46-52. 
Nelson, E.A., and M.D. Bradley. 2003. Dressings and topical agents for arterial leg ulcers. 
Cochrane Database Syst Rev:CD001836. 
Nguyen, M., R.C. Marcellus, A. Roulston, M. Watson, L. Serfass, S.R. Murthy Madiraju, D. 
Goulet, J. Viallet, L. Belec, X. Billot, S. Acoca, E. Purisima, A. Wiegmans, L. Cluse, 
R.W. Johnstone, P. Beauparlant, and G.C. Shore. 2007. Small molecule obatoclax 
(GX15-070) antagonizes MCL-1 and overcomes MCL-1-mediated resistance to 
apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 104:19512-7. 
Ni, H.M., A.F. Leong, D. Cheong, and S.C. Hooi. 2002. Expression of CD44 variants in 
colorectal carcinoma quantified by real-time reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction. J Lab Clin Med. 139:59-65. 
North, R.A. 2002. Molecular physiology of P2X receptors. Physiol Rev. 82:1013-67. 
O'Brien, J., I. Wilson, T. Orton, and F. Pognan. 2000. Investigation of the Alamar Blue 
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. 
Eur J Biochem. 267:5421-6. 
O'Regan, M., I. Martini, F. Crescenzi, C. De Luca, and M. Lansing. 1994. Molecular 
mechanisms and genetics of hyaluronan biosynthesis. Int J Biol Macromol. 
16:283-6. 
Odland, G., and R. Ross. 1968. Human wound repair. I. Epidermal regeneration. J Cell Biol. 
39:135-51. 
Opasanon, S., P. Muangman, and N. Namviriyachote. 2010. Clinical effectiveness of 
alginate silver dressing in outpatient management of partial-thickness burns. Int 
Wound J. 7:467-71. 
Ortonne, J.P. 2001. [Comparative study of the activity of hyaluronic acid and 
dextranomer in the treatment of leg ulcers of venous origin]. Ann Dermatol 
Venereol. Suppl:13-6. 
185 
Paladini, R.D., K. Takahashi, N.S. Bravo, and P.A. Coulombe. 1996. Onset of re-
epithelialization after skin injury correlates with a reorganization of keratin 
filaments in wound edge keratinocytes: defining a potential role for keratin 16. J 
Cell Biol. 132:381-97. 
Pandey, M.S., E.N. Harris, J.A. Weigel, and P.H. Weigel. 2008. The cytoplasmic domain of 
the hyaluronan receptor for endocytosis (HARE) contains multiple endocytic 
motifs targeting coated pit-mediated internalization. J Biol Chem. 283:21453-61. 
Papakonstantinou, E., G. Karakiulakis, M. Roth, and L.H. Block. 1995. Platelet-derived 
growth factor stimulates the secretion of hyaluronic acid by proliferating human 
vascular smooth muscle cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 92:9881-5. 
Park, S.N., H.J. Lee, K.H. Lee, and H. Suh. 2003. Biological characterization of EDC-
crosslinked collagen-hyaluronic acid matrix in dermal tissue restoration. 
Biomaterials. 24:1631-41. 
Parkin, D.M., F. Bray, J. Ferlay, and P. Pisani. 2005. Global cancer statistics, 2002. CA 
Cancer J Clin. 55:74-108. 
Parton, R.G., and K. Simons. 2007. The multiple faces of caveolae. Nat Rev Mol Cell Biol. 
8:185-94. 
Parvathenani, L.K., S. Tertyshnikova, C.R. Greco, S.B. Roberts, B. Robertson, and R. 
Posmantur. 2003. P2X7 mediates superoxide production in primary microglia 
and is up-regulated in a transgenic mouse model of Alzheimer's disease. J Biol 
Chem. 278:13309-17. 
Pazgier, M., D.M. Hoover, D. Yang, W. Lu, and J. Lubkowski. 2006. Human beta-defensins. 
Cell Mol Life Sci. 63:1294-313. 
Pelegrin, P. 2011. Many ways to dilate the P2X7 receptor pore. Br J Pharmacol. 163:908-
11. 
Pelegrin, P., and A. Surprenant. 2006. Pannexin-1 mediates large pore formation and 
interleukin-1beta release by the ATP-gated P2X7 receptor. Embo J. 25:5071-82. 
Peng, W., M.L. Cotrina, X. Han, H. Yu, L. Bekar, L. Blum, T. Takano, G.F. Tian, S.A. Goldman, 
and M. Nedergaard. 2009. Systemic administration of an antagonist of the ATP-
sensitive receptor P2X7 improves recovery after spinal cord injury. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 106:12489-93. 
186 
Pereira, L.M., E. Hatanaka, E.F. Martins, F. Oliveira, E.A. Liberti, S.H. Farsky, R. Curi, and 
T.C. Pithon-Curi. 2008. Effect of oleic and linoleic acids on the inflammatory 
phase of wound healing in rats. Cell Biochem Funct. 26:197-204. 
Peres, C.M., R. Otton, and R. Curi. 2005. Modulation of lymphocyte proliferation by 
macrophages and macrophages loaded with arachidonic acid. Cell Biochem Funct. 
23:373-81. 
Pfeiffer, Z.A., M. Aga, U. Prabhu, J.J. Watters, D.J. Hall, and P.J. Bertics. 2004. The 
nucleotide receptor P2X7 mediates actin reorganization and membrane blebbing 
in RAW 264.7 macrophages via p38 MAP kinase and Rho. J Leukoc Biol. 75:1173-
82. 
Pfeiffer, Z.A., A.N. Guerra, L.M. Hill, M.L. Gavala, U. Prabhu, M. Aga, D.J. Hall, and P.J. 
Bertics. 2007. Nucleotide receptor signaling in murine macrophages is linked to 
reactive oxygen species generation. Free Radic Biol Med. 42:1506-16. 
Ponta, H., L. Sherman, and P.A. Herrlich. 2003. CD44: from adhesion molecules to 
signalling regulators. Nat Rev Mol Cell Biol. 4:33-45. 
Prehm, P., and U. Schumacher. 2004. Inhibition of hyaluronan export from human 
fibroblasts by inhibitors of multidrug resistance transporters. Biochem 
Pharmacol. 68:1401-10. 
Presti, D., and J.E. Scott. 1994. Hyaluronan-mediated protective effect against cell 
damage caused by enzymatically produced hydroxyl (OH.) radicals is dependent 
on hyaluronan molecular mass. Cell Biochem Funct. 12:281-8. 
Pummill, P.E., and P.L. DeAngelis. 2003. Alteration of polysaccharide size distribution of 
a vertebrate hyaluronan synthase by mutation. J Biol Chem. 278:19808-14. 
Raja, K. Sivamani, M.S. Garcia, and R.R. Isseroff. 2007. Wound re-epithelialization: 
modulating keratinocyte migration in wound healing. Front Biosci. 12:2849-68. 
Rajendrasozhan, S., S.R. Yang, I. Edirisinghe, H. Yao, D. Adenuga, and I. Rahman. 2008a. 
Deacetylases and NF-kappaB in redox regulation of cigarette smoke-induced lung 
inflammation: epigenetics in pathogenesis of COPD. Antioxid Redox Signal. 
10:799-811. 
Rajendrasozhan, S., S.R. Yang, V.L. Kinnula, and I. Rahman. 2008b. SIRT1, an 
antiinflammatory and antiaging protein, is decreased in lungs of patients with 
chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med. 177:861-70. 
187 
Rassendren, F., G. Buell, A. Newbolt, R.A. North, and A. Surprenant. 1997. Identification 
of amino acid residues contributing to the pore of a P2X receptor. Embo J. 
16:3446-54. 
Razani, B., S.E. Woodman, and M.P. Lisanti. 2002. Caveolae: from cell biology to animal 
physiology. Pharmacol Rev. 54:431-67. 
Remy, M., S. Thaler, R.G. Schumann, C.A. May, M. Fiedorowicz, F. Schuettauf, M. Gruterich, 
S.G. Priglinger, M.M. Nentwich, A. Kampik, and C. Haritoglou. 2008. An in vivo 
evaluation of Brilliant Blue G in animals and humans. Br J Ophthalmol. 92:1142-7. 
Ren, S., Y. Zhang, Y. Wang, Y. Lui, W. Wei, X. Huang, W. Mao, and Y. Zuo. 2010. Targeting 
P2X(7) receptor inhibits the metastasis of murine P388D1 lymphoid neoplasm 
cells to lymph nodes. Cell Biol Int. 34:1205-11. 
Repertinger, S.K., E. Campagnaro, J. Fuhrman, T. El-Abaseri, S.H. Yuspa, and L.A. Hansen. 
2004. EGFR enhances early healing after cutaneous incisional wounding. J Invest 
Dermatol. 123:982-9. 
Reyes-Ortiz, C.A., J.S. Goodwin, J.L. Freeman, and Y.F. Kuo. 2006. Socioeconomic status 
and survival in older patients with melanoma. J Am Geriatr Soc. 54:1758-64. 
Rich, A., and F.H. Crick. 1955. The structure of collagen. Nature. 176:915-6. 
Ridley, A.J., M.A. Schwartz, K. Burridge, R.A. Firtel, M.H. Ginsberg, G. Borisy, J.T. Parsons, 
and A.R. Horwitz. 2003. Cell migration: integrating signals from front to back. 
Science. 302:1704-9. 
Rilla, K., M.J. Lammi, R. Sironen, K. Torronen, M. Luukkonen, V.C. Hascall, R.J. Midura, M. 
Hyttinen, J. Pelkonen, M. Tammi, and R. Tammi. 2002. Changed lamellipodial 
extension, adhesion plaques and migration in epidermal keratinocytes containing 
constitutively expressed sense and antisense hyaluronan synthase 2 (Has2) 
genes. J Cell Sci. 115:3633-43. 
Robey, R.W., O. Polgar, J. Deeken, K.W. To, and S.E. Bates. 2007. ABCG2: determining its 
relevance in clinical drug resistance. Cancer Metastasis Rev. 26:39-57. 
Robinson, B.J. 2000. The use of a hydrofibre dressing in wound management. J Wound 
Care. 9:32-34. 
Rodriguez-Nieto, S., and B. Zhivotovsky. 2006. Role of alterations in the apoptotic 
machinery in sensitivity of cancer cells to treatment. Curr Pharm Des. 12:4411-25. 
188 
Romer, J., T.H. Bugge, C. Pyke, L.R. Lund, M.J. Flick, J.L. Degen, and K. Dano. 1996. 
Impaired wound healing in mice with a disrupted plasminogen gene. Nat Med. 
2:287-92. 
Ross, R., and G. Odland. 1968. Human wound repair. II. Inflammatory cells, epithelial-
mesenchymal interrelations, and fibrogenesis. J Cell Biol. 39:152-68. 
Ruzzi, L., L. Gagnoux-Palacios, M. Pinola, S. Belli, G. Meneguzzi, M. D'Alessio, and G. 
Zambruno. 1997. A homozygous mutation in the integrin alpha6 gene in 
junctional epidermolysis bullosa with pyloric atresia. J Clin Invest. 99:2826-31. 
Saiag, P., J.J. Grob, and E. Grosshans. 2002. [Epithelial and melanotic skin tumors. 
Melanomas]. Ann Dermatol Venereol. 129:S143-8. 
Said, T., M. Dutot, C. Martin, J.L. Beaudeux, C. Boucher, E. Enee, C. Baudouin, J.M. Warnet, 
and P. Rat. 2007. Cytoprotective effect against UV-induced DNA damage and 
oxidative stress: role of new biological UV filter. Eur J Pharm Sci. 30:203-10. 
Sak, K., and T.E. Webb. 2002. A retrospective of recombinant P2Y receptor subtypes and 
their pharmacology. Archives of Biochemistry and Biophysics. 397:131-136. 
Samad, T.A., K.A. Moore, A. Sapirstein, S. Billet, A. Allchorne, S. Poole, J.V. Bonventre, and 
C.J. Woolf. 2001. Interleukin-1beta-mediated induction of Cox-2 in the CNS 
contributes to inflammatory pain hypersensitivity. Nature. 410:471-5. 
Santoro, M.M., and G. Gaudino. 2005. Cellular and molecular facets of keratinocyte 
reepithelization during wound healing. Exp Cell Res. 304:274-86. 
Sanz, J.M., P. Chiozzi, D. Ferrari, M. Colaianna, M. Idzko, S. Falzoni, R. Fellin, L. Trabace, 
and F. Di Virgilio. 2009. Activation of microglia by amyloid {beta} requires P2X7 
receptor expression. J Immunol. 182:4378-85. 
Sanz, J.M., and F. Di Virgilio. 2000. Kinetics and mechanism of ATP-dependent IL-1 beta 
release from microglial cells. J Immunol. 164:4893-8. 
Sato, Y., T. Ohshima, and T. Kondo. 1999. Regulatory role of endogenous interleukin-10 
in cutaneous inflammatory response of murine wound healing. Biochem Biophys 
Res Commun. 265:194-9. 
Scheibner, K.A., M.A. Lutz, S. Boodoo, M.J. Fenton, J.D. Powell, and M.R. Horton. 2006. 
Hyaluronan fragments act as an endogenous danger signal by engaging TLR2. J 
Immunol. 177:1272-81. 
Schroit, A.J., and R. Gallily. 1979. Macrophage fatty acid composition and phagocytosis: 
effect of unsaturation on cellular phagocytic activity. Immunology. 36:199-205. 
189 
Schweizer, J., P.E. Bowden, P.A. Coulombe, L. Langbein, E.B. Lane, T.M. Magin, L. Maltais, 
M.B. Omary, D.A. Parry, M.A. Rogers, and M.W. Wright. 2006. New consensus 
nomenclature for mammalian keratins. J Cell Biol. 174:169-74. 
Screaton, G.R., M.V. Bell, D.G. Jackson, F.B. Cornelis, U. Gerth, and J.I. Bell. 1992. Genomic 
structure of DNA encoding the lymphocyte homing receptor CD44 reveals at least 
12 alternatively spliced exons. Proc Natl Acad Sci U S A. 89:12160-4. 
Sherman, L., J. Sleeman, P. Herrlich, and H. Ponta. 1994. Hyaluronate receptors: key 
players in growth, differentiation, migration and tumor progression. Curr Opin 
Cell Biol. 6:726-33. 
Sherman, R.A., and E.A. Pechter. 1988. Maggot therapy: a review of the therapeutic 
applications of fly larvae in human medicine, especially for treating osteomyelitis. 
Med Vet Entomol. 2:225-30. 
Shiedlin, A., R. Bigelow, W. Christopher, S. Arbabi, L. Yang, R.V. Maier, N. Wainwright, A. 
Childs, and R.J. Miller. 2004. Evaluation of hyaluronan from different sources: 
Streptococcus zooepidemicus, rooster comb, bovine vitreous, and human 
umbilical cord. Biomacromolecules. 5:2122-7. 
Shimabukuro, Y., H. Terashima, M. Takedachi, K. Maeda, T. Nakamura, K. Sawada, M. 
Kobashi, T. Awata, H. Oohara, T. Kawahara, T. Iwayama, T. Hashikawa, M. 
Yanagita, S. Yamada, and S. Murakami. 2011. Fibroblast growth factor-2 
stimulates directed migration of periodontal ligament cells via PI3K/AKT 
signaling and CD44/hyaluronan interaction. J Cell Physiol. 226:809-21. 
Singer, A.J., and R.A. Clark. 1999. Cutaneous wound healing. N Engl J Med. 341:738-46. 
Skrivanova, E., M. Marounek, G. Dlouha, and J. Kanka. 2005. Susceptibility of Clostridium 
perfringens to C-C fatty acids. Lett Appl Microbiol. 41:77-81. 
Slater, M., S. Danieletto, A. Gidley-Baird, L.C. Teh, and J.A. Barden. 2004a. Early prostate 
cancer detected using expression of non-functional cytolytic P2X7 receptors. 
Histopathology. 44:206-15. 
Slater, M., S. Danieletto, M. Pooley, L. Cheng Teh, A. Gidley-Baird, and J.A. Barden. 2004b. 
Differentiation between cancerous and normal hyperplastic lobules in breast 
lesions. Breast Cancer Res Treat. 83:1-10. 
Slevin, M., J. Krupinski, S. Kumar, and J. Gaffney. 1998. Angiogenic oligosaccharides of 
hyaluronan induce protein tyrosine kinase activity in endothelial cells and 
190 
activate a cytoplasmic signal transduction pathway resulting in proliferation. Lab 
Invest. 78:987-1003. 
Slomiany, M.G., G.D. Grass, A.D. Robertson, X.Y. Yang, B.L. Maria, C. Beeson, and B.P. 
Toole. 2009. Hyaluronan, CD44, and emmprin regulate lactate efflux and 
membrane localization of monocarboxylate transporters in human breast 
carcinoma cells. Cancer Res. 69:1293-301. 
Smalley, K.S., R. Contractor, N.K. Haass, A.N. Kulp, G.E. Atilla-Gokcumen, D.S. Williams, H. 
Bregman, K.T. Flaherty, M.S. Soengas, E. Meggers, and M. Herlyn. 2007. An 
organometallic protein kinase inhibitor pharmacologically activates p53 and 
induces apoptosis in human melanoma cells. Cancer Res. 67:209-17. 
Smart, M.L., B. Gu, R.G. Panchal, J. Wiley, B. Cromer, D.A. Williams, and S. Petrou. 2003. 
P2X7 receptor cell surface expression and cytolytic pore formation are regulated 
by a distal C-terminal region. J Biol Chem. 278:8853-60. 
Solini, A., S. Cuccato, D. Ferrari, E. Santini, S. Gulinelli, M.G. Callegari, A. Dardano, P. 
Faviana, S. Madec, F. Di Virgilio, and F. Monzani. 2008. Increased P2X7 receptor 
expression and function in thyroid papillary cancer: a new potential marker of 
the disease? Endocrinology. 149:389-96. 
Soltes, L., M. Stankovska, G. Kogan, P. Gemeiner, and R. Stern. 2005. Contribution of 
oxidative-reductive reactions to high-molecular-weight hyaluronan catabolism. 
Chem Biodivers. 2:1242-5. 
Sommer, M., N. Poliak, S. Upadhyay, E. Ratovitski, B.D. Nelkin, L.A. Donehower, and D. 
Sidransky. 2006. DeltaNp63alpha overexpression induces downregulation of 
Sirt1 and an accelerated aging phenotype in the mouse. Cell Cycle. 5:2005-11. 
Spicer, A.P., and J.A. McDonald. 1998. Characterization and molecular evolution of a 
vertebrate hyaluronan synthase gene family. J Biol Chem. 273:1923-32. 
Spino, C., M. Dodier, and S. Sotheeswaran. 1998. Anti-HIV coumarins from Calophyllum 
seed oil. Bioorg Med Chem Lett. 8:3475-8. 
Steed, E., M.S. Balda, and K. Matter. 2010. Dynamics and functions of tight junctions. 
Trends Cell Biol. 20:142-9. 
Steinberg, T.H., and S.C. Silverstein. 1987. Extracellular ATP4- promotes cation fluxes in 
the J774 mouse macrophage cell line. J Biol Chem. 262:3118-22. 
Stern, R. 2003. Devising a pathway for hyaluronan catabolism: are we there yet? 
Glycobiology. 13:105R-115R. 
191 
Stern, R. 2004. Hyaluronan catabolism: a new metabolic pathway. Eur J Cell Biol. 83:317-
25. 
Stern, R., A.A. Asari, and K.N. Sugahara. 2006. Hyaluronan fragments: an information-rich 
system. Eur J Cell Biol. 85:699-715. 
Stern, R., and M.J. Jedrzejas. 2006. Hyaluronidases: their genomics, structures, and 
mechanisms of action. Chem Rev. 106:818-39. 
Stern, R., G. Kogan, M.J. Jedrzejas, and L. Soltes. 2007. The many ways to cleave 
hyaluronan. Biotechnol Adv. 25:537-57. 
Stevenson, B.R., J.D. Siliciano, M.S. Mooseker, and D.A. Goodenough. 1986. Identification 
of ZO-1: a high molecular weight polypeptide associated with the tight junction 
(zonula occludens) in a variety of epithelia. J Cell Biol. 103:755-66. 
Sugiyama, T., H. Oku, M. Shibata, M. Fukuhara, H. Yoshida, and T. Ikeda. 2010. 
Involvement of P2X7 receptors in the hypoxia-induced death of rat retinal 
neurons. Invest Ophthalmol Vis Sci. 51:3236-43. 
Surprenant, A., F. Rassendren, E. Kawashima, R.A. North, and G. Buell. 1996. The cytolytic 
P2Z receptor for extracellular ATP identified as a P2X receptor (P2X7). Science. 
272:735-8. 
Suzuki, K., T. Yamamoto, T. Usui, K. Suzuki, P. Heldin, and H. Yamashita. 2003. Expression 
of hyaluronan synthase in intraocular proliferative diseases: regulation of 
expression in human vascular endothelial cells by transforming growth factor-
beta. Jpn J Ophthalmol. 47:557-64. 
Szakacs, G., J.P. Annereau, S. Lababidi, U. Shankavaram, A. Arciello, K.J. Bussey, W. 
Reinhold, Y. Guo, G.D. Kruh, M. Reimers, J.N. Weinstein, and M.M. Gottesman. 
2004. Predicting drug sensitivity and resistance: profiling ABC transporter genes 
in cancer cells. Cancer Cell. 6:129-37. 
Szakacs, G., J.K. Paterson, J.A. Ludwig, C. Booth-Genthe, and M.M. Gottesman. 2006. 
Targeting multidrug resistance in cancer. Nat Rev Drug Discov. 5:219-34. 
Tafani, M., L. Schito, L. Pellegrini, L. Villanova, G. Marfe, T. Anwar, R. Rosa, M. Indelicato, 
M. Fini, B. Pucci, and M.A. Russo. 2011. Hypoxia-increased RAGE and P2X7R 
expression regulates tumor cell invasion through phosphorylation of Erk1/2 and 
Akt and nuclear translocation of NF-{kappa}B. Carcinogenesis. 32:1167-75. 
Takeda, K., and S. Akira. 2004. TLR signaling pathways. Semin Immunol. 16:3-9. 
192 
Tanaka, A., T. Nagate, and H. Matsuda. 2005. Acceleration of wound healing by gelatin 
film dressings with epidermal growth factor. J Vet Med Sci. 67:909-13. 
Tarhini, A.A., S. Christensen, P. Frankel, K. Margolin, C. Ruel, J. Shipe-Spotloe, M. DeMark, 
and J.M. Kirkwood. 2009. Phase II study of aflibercept (VEGF trap) in recurrent 
inoperable stage III or stage IV melanoma of cutaneous or ocular origin. Journal of 
Clinical Oncology. 27. 
Taylor, K.R., J.M. Trowbridge, J.A. Rudisill, C.C. Termeer, J.C. Simon, and R.L. Gallo. 2004. 
Hyaluronan fragments stimulate endothelial recognition of injury through TLR4. J 
Biol Chem. 279:17079-84. 
Teranishi, M., J.H. Spodonik, M. Karbowski, C. Kurono, T. Soji, and T. Wakabayashi. 2000. 
Swelling of free-radical-induced megamitochondria causes apoptosis. Exp Mol 
Pathol. 68:104-23. 
Teriete, P., S. Banerji, M. Noble, C.D. Blundell, A.J. Wright, A.R. Pickford, E. Lowe, D.J. 
Mahoney, M.I. Tammi, J.D. Kahmann, I.D. Campbell, A.J. Day, and D.G. Jackson. 
2004. Structure of the regulatory hyaluronan binding domain in the 
inflammatory leukocyte homing receptor CD44. Mol Cell. 13:483-96. 
Thorne, R.F., J.W. Legg, and C.M. Isacke. 2004. The role of the CD44 transmembrane and 
cytoplasmic domains in co-ordinating adhesive and signalling events. J Cell Sci. 
117:373-80. 
Tien, J.Y., and A.P. Spicer. 2005. Three vertebrate hyaluronan synthases are expressed 
during mouse development in distinct spatial and temporal patterns. Dev Dyn. 
233:130-41. 
Tomasek, J.J., G. Gabbiani, B. Hinz, C. Chaponnier, and R.A. Brown. 2002. Myofibroblasts 
and mechano-regulation of connective tissue remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol. 
3:349-63. 
Toole, B.P. 1990. Hyaluronan and its binding proteins, the hyaladherins. Curr Opin Cell 
Biol. 2:839-44. 
Toole, B.P. 2002. Hyaluronan promotes the malignant phenotype. Glycobiology. 12:37R-
42R. 
Toole, B.P. 2004. Hyaluronan: from extracellular glue to pericellular cue. Nat Rev Cancer. 
4:528-39. 
Trautmann, A., F. Altznauer, M. Akdis, H.U. Simon, R. Disch, E.B. Brocker, K. Blaser, and 
C.A. Akdis. 2001. The differential fate of cadherins during T-cell-induced 
193 
keratinocyte apoptosis leads to spongiosis in eczematous dermatitis. J Invest 
Dermatol. 117:927-34. 
Trial, C., H. Darbas, J.P. Lavigne, A. Sotto, G. Simoneau, Y. Tillet, and L. Teot. 2010. 
Assessment of the antimicrobial effectiveness of a new silver alginate wound 
dressing: a RCT. J Wound Care. 19:20-6. 
Tsukimoto, M., H. Harada, A. Ikari, and K. Takagi. 2005. Involvement of chloride in 
apoptotic cell death induced by activation of ATP-sensitive P2X7 purinoceptor. J 
Biol Chem. 280:2653-8. 
Turley, E.A. 1982. Purification of a hyaluronate-binding protein fraction that modifies 
cell social behavior. Biochem Biophys Res Commun. 108:1016-24. 
Umeda, K., J. Ikenouchi, S. Katahira-Tayama, K. Furuse, H. Sasaki, M. Nakayama, T. 
Matsui, S. Tsukita, M. Furuse, and S. Tsukita. 2006. ZO-1 and ZO-2 independently 
determine where claudins are polymerized in tight-junction strand formation. 
Cell. 126:741-54. 
Vacca, F., S. Amadio, G. Sancesario, G. Bernardi, and C. Volonte. 2004. P2X3 receptor 
localizes into lipid rafts in neuronal cells. J Neurosci Res. 76:653-61. 
Valastyan, S., and R.A. Weinberg. 2011. Tumor metastasis: molecular insights and 
evolving paradigms. Cell. 147:275-92. 
Valentini, A., P. Gravina, G. Federici, and S. Bernardini. 2007. Valproic acid induces 
apoptosis, p16INK4A upregulation and sensitization to chemotherapy in human 
melanoma cells. Cancer Biol Ther. 6:185-91. 
Veierod, M.B., E. Weiderpass, M. Thorn, J. Hansson, E. Lund, B. Armstrong, and H.O. 
Adami. 2003. A prospective study of pigmentation, sun exposure, and risk of 
cutaneous malignant melanoma in women. J Natl Cancer Inst. 95:1530-8. 
Velkey, J.M., and D.H. Bernanke. 2001. Apoptosis during coronary artery orifice 
development in the chick embryo. Anat Rec. 262:310-7. 
Verhoef, P.A., M. Estacion, W. Schilling, and G.R. Dubyak. 2003. P2X7 receptor-dependent 
blebbing and the activation of Rho-effector kinases, caspases, and IL-1 beta 
release. J Immunol. 170:5728-38. 
Virginio, C., D. Church, R.A. North, and A. Surprenant. 1997. Effects of divalent cations, 
protons and calmidazolium at the rat P2X7 receptor. Neuropharmacology. 
36:1285-94. 
194 
Virginio, C., A. MacKenzie, R.A. North, and A. Surprenant. 1999. Kinetics of cell lysis, dye 
uptake and permeability changes in cells expressing the rat P2X7 receptor. J 
Physiol. 519 Pt 2:335-46. 
Wakabayashi, T. 1999. Structural changes of mitochondria related to apoptosis: swelling 
and megamitochondria formation. Acta Biochim Pol. 46:223-37. 
Wang, F., L.A. Garza, S. Kang, J. Varani, J.S. Orringer, G.J. Fisher, and J.J. Voorhees. 2007. In 
vivo stimulation of de novo collagen production caused by cross-linked 
hyaluronic acid dermal filler injections in photodamaged human skin. Arch 
Dermatol. 143:155-63. 
Wang, L., Y.H. Feng, and G.I. Gorodeski. 2005. Epidermal growth factor facilitates 
epinephrine inhibition of P2X7-receptor-mediated pore formation and apoptosis: 
a novel signaling network. Endocrinology. 146:164-74. 
Wang, Q., X. Li, L. Wang, Y.H. Feng, R. Zeng, and G. Gorodeski. 2004a. Antiapoptotic 
effects of estrogen in normal and cancer human cervical epithelial cells. 
Endocrinology. 145:5568-79. 
Wang, Q., L. Wang, Y.H. Feng, X. Li, R. Zeng, and G.I. Gorodeski. 2004b. P2X7 receptor-
mediated apoptosis of human cervical epithelial cells. Am J Physiol Cell Physiol. 
287:C1349-58. 
Wang, W., J. Xiao, M. Adachi, Z. Liu, and J. Zhou. 2011. 4-aminopyridine induces apoptosis 
of human acute myeloid leukemia cells via increasing [Ca2+]i through P2X7 
receptor pathway. Cell Physiol Biochem. 28:199-208. 
Wang, X., G. Arcuino, T. Takano, J. Lin, W.G. Peng, P. Wan, P. Li, Q. Xu, Q.S. Liu, S.A. 
Goldman, and M. Nedergaard. 2004c. P2X7 receptor inhibition improves recovery 
after spinal cord injury. Nat Med. 10:821-7. 
Watanabe, K., and Y. Yamaguchi. 1996. Molecular identification of a putative human 
hyaluronan synthase. J Biol Chem. 271:22945-8. 
Wehkamp, K., L. Schwichtenberg, J.M. Schroder, and J. Harder. 2006. Pseudomonas 
aeruginosa- and IL-1beta-mediated induction of human beta-defensin-2 in 
keratinocytes is controlled by NF-kappaB and AP-1. J Invest Dermatol. 126:121-7. 
Weigel, P.H., and P.L. DeAngelis. 2007. Hyaluronan synthases: a decade-plus of novel 
glycosyltransferases. J Biol Chem. 282:36777-81. 
195 
Weigel, P.H., G.M. Fuller, and R.D. LeBoeuf. 1986. A model for the role of hyaluronic acid 
and fibrin in the early events during the inflammatory response and wound 
healing. J Theor Biol. 119:219-34. 
Weissman, B., and k. Meyer. 1954. The structure of hyalobiuronic acid and of hyaluronic 
acid from ombilical cord. J AM Chem Soc 27:1753-1757. 
Welch, M.P., G.F. Odland, and R.A. Clark. 1990. Temporal relationships of F-actin bundle 
formation, collagen and fibronectin matrix assembly, and fibronectin receptor 
expression to wound contraction. J Cell Biol. 110:133-45. 
Werner, S., and R. Grose. 2003. Regulation of wound healing by growth factors and 
cytokines. Physiol Rev. 83:835-70. 
West, D.C., and S. Kumar. 1989. Hyaluronan and angiogenesis. Ciba Found Symp. 
143:187-201; discussion 201-7, 281-5. 
West, D.C., D.M. Shaw, P. Lorenz, N.S. Adzick, and M.T. Longaker. 1997. Fibrotic healing of 
adult and late gestation fetal wounds correlates with increased hyaluronidase 
activity and removal of hyaluronan. Int J Biochem Cell Biol. 29:201-10. 
Wiley, J.S., and B.J. Gu. 2012. A new role for the P2X7 receptor: a scavenger receptor for 
bacteria and apoptotic cells in the absence of serum and extracellular ATP. 
Purinergic Signal. 8:579-86. 
Wiley, J.S., R. Sluyter, B.J. Gu, L. Stokes, and S.J. Fuller. 2011. The human P2X7 receptor 
and its role in innate immunity. Tissue Antigens. 78:321-32. 
Wilkinson, T.S., S.L. Bressler, S.P. Evanko, K.R. Braun, and T.N. Wight. 2006. 
Overexpression of hyaluronan synthases alters vascular smooth muscle cell 
phenotype and promotes monocyte adhesion. J Cell Physiol. 206:378-85. 
Winter, W.T., P.J. Smith, and S. Arnott. 1975. Hyaluronic acid: structure of a fully 
extended 3-fold helical sodium salt and comparison with the less extended 4-fold 
helical forms. J Mol Biol. 99:219-35. 
Woolf, C.J., A. Allchorne, B. Safieh-Garabedian, and S. Poole. 1997. Cytokines, nerve 
growth factor and inflammatory hyperalgesia: the contribution of tumour 
necrosis factor alpha. Br J Pharmacol. 121:417-24. 
Yajima, I., M.Y. Kumasaka, N.D. Thang, Y. Goto, K. Takeda, O. Yamanoshita, M. Iida, N. 
Ohgami, H. Tamura, Y. Kawamoto, and M. Kato. 2012. RAS/RAF/MEK/ERK and 
PI3K/PTEN/AKT Signaling in Malignant Melanoma Progression and Therapy. 
Dermatol Res Pract. 2012:354191. 
196 
Yamamoto, M., and H. Takahashi. 1993. Immunohistochemical detection of the p53 
oncoprotein in tumours of melanocytic origin. Virchows Arch A Pathol Anat 
Histopathol. 422:127-32. 
Yasuda, T. 2007. Hyaluronan inhibits cytokine production by lipopolysaccharide-
stimulated U937 macrophages through down-regulation of NF-kappaB via ICAM-
1. Inflamm Res. 56:246-53. 
Yeung, F., J.E. Hoberg, C.S. Ramsey, M.D. Keller, D.R. Jones, R.A. Frye, and M.W. Mayo. 
2004. Modulation of NF-kappaB-dependent transcription and cell survival by the 
SIRT1 deacetylase. Embo J. 23:2369-80. 
Yimdjo, M.C., A.G. Azebaze, A.E. Nkengfack, A.M. Meyer, B. Bodo, and Z.T. Fomum. 2004. 
Antimicrobial and cytotoxic agents from Calophyllum inophyllum. 
Phytochemistry. 65:2789-95. 
Zell, J.A., P. Cinar, M. Mobasher, A. Ziogas, F.L. Meyskens, Jr., and H. Anton-Culver. 2008. 
Survival for patients with invasive cutaneous melanoma among ethnic groups: 
the effects of socioeconomic status and treatment. J Clin Oncol. 26:66-75. 
Zhou, B., J.A. Weigel, L. Fauss, and P.H. Weigel. 2000. Identification of the hyaluronan 
receptor for endocytosis (HARE). J Biol Chem. 275:37733-41. 
Zhu, H., N. Mitsuhashi, A. Klein, L.W. Barsky, K. Weinberg, M.L. Barr, A. Demetriou, and 
G.D. Wu. 2006. The role of the hyaluronan receptor CD44 in mesenchymal stem 











Annexe A1. Article 1 evue PLOS ONE.  ʹͲͳʹǢ͹ȋͳͳȌǣͶͺ͵ͷͳǤ
Kamelia GHAZI, Uriell DENG-PICHON, Jean-Michel WARNET, Patrice RAT. 
Hyaluronan fragments improve wound healing on in vitro cutaneous model through 
P2X7 purinoreceptor basal activation: role of molecular weight. 
Hyaluronan Fragments Improve Wound Healing on In
Vitro Cutaneous Model through P2X7 Purinoreceptor
Basal Activation: Role of Molecular Weight
Kamelia Ghazi, Uriell Deng-Pichon, Jean-Michel Warnet, Patrice Rat*
Chimie-Toxicologie Analytique et Cellulaire (EA 4463), Universite´ Paris Descartes, Sorbonne Paris Cite´, Faculte´ de Pharmacie, Paris, France
Abstract
Background: hyaluronan biopolymer is used in dermatology but the underlying mechanism and the impact of its molecular
weight have not yet been investigated in skin wound healing. The aim of our work was to study the role of HA molecular
weight in the proliferative phase of wound healing and to understand how this physiological biopolymer acts to promote
wound healing on a human keratinocyte in vitro model.
Methodology and Findings: wound healing closure was evaluated using scratch test assay, cell proliferation by counting
cell with haemocytometer, expression of CD44 and ZO-1 (protein present in tight junctions specific of epithelia) using flow
cytometry, and P2X7 receptor activation on living using a cytoflurometric method. Our study showed that medium
hyaluronan fragment (MMW-HA, between 100 and 300 kDa) induced a significant increase in wound closure, increased ZO-1
protein expression and induced a slight activation of P2X7 receptor, contrary to high (between 1000 and 1400 kDa) and low
(between 5 and 20 kDa) molecular hyaluronan fragments that had no healing effects. Basal activation of P2X7 receptor is
already known to stimulate cell proliferation and this activation in our model plays a pivotal role in MMW-HA-induced
wound healing. Indeed, we showed that use of BBG, a specific inhibitor of P2X7 receptor, blocked completely the beneficial
effects of MMW-HA on wound healing.
Conclusion: taken together, our results showed for the first time the relationship between P2X7 receptor and hyaluronan in
wound healing, and that topical use of MMW-HA (fragment between 100 and 300 kDa) could represent a new therapeutic
strategy to promote healing.
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Introduction
Hyaluronan (HA), the major component of the ECM, is the
only linear non-sulfated glycosaminoglycane composed of alter-
nating b-1,4-glucuronic acid and b-1,3-N-acetylglucosamin [1;2].
HA molecular weight varies from 105 to 107 Da before being
progressively degraded into smaller fragments in the ECM [3]. HA
was first isolated from the vitreous humour of bovine eyes [4]. It is
also present in synovial fluid [5] and is distributed ubiquitously in
vertebrate tissues. The major physiological roles of high molecular
weight HA in human body are to lubricate articulations and to
maintain the cohesion and structure of epithelium. HA performs
many pivotal structural and physiological functions in skin repair
following injury [3;6]. Wound healing consists of 3 processes:
inflammation, proliferation and remodelling. During the inflam-
matory phase of wound healing, hyaluronan accumulates in the
wound bed. Its major function is the modulation of inflammatory
cell and dermal fibroblast activities, e.g. cellular migration,
proinflammatory cytokine synthesis and the phagocytosis of
invading microbes [6]. Low molecular weight HA binds to
TLR4 to induce inflammatory responses stimulating IL-6, TNFa
and IL-1b [7]. Proliferative step is a set of complex biological
responses requiring extracellular matrix (ECM) and cytoskeletal
remodelling, signal cascades, and gene regulation to induce
fibroblast and keratinocyte migration and proliferation. The levels
of HA synthesized by both fibroblasts and keratinocytes are
elevated during re-epithelialization. HA binds to cell via several
receptors: CD44, RHAMM and ICAM. CD44 is recognized as
the major receptor of HA [8;9]. The interaction of HA with CD44
induces many physiological events, such as cell migration and
proliferation [10;11]. CD44 is localised in lipid raft domains which
are plasma membrane domains that contain high levels of
cholesterol and sphingolipids. Proteins such as receptors involved
in cell signalling are enriched in lipid rafts [12]. P2X7 receptor,
contained in lipid rafts, is a purinergic receptor; it was first cloned
from rat brain [13] and, subsequently, has been found to be
expressed in microglia, neurons, and astrocytes [14–16]. P2X7
receptor was activated by extracellular ATP and its analogues
[17;18] and blocked specifically by Brillant Blue G (BBG) [19–21].
Our laboratory showed that HA of molecular weight superior to
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100 kDa modulates the activation of P2X7 receptor via binding to
CD44 in ophthalmic cells [22;23]. P2X7 receptor has been
reported to play a role in cell-to-cell contact [19] and cell
proliferation [24]. Moreover P2X7 receptor activation seems to be
associated to corneal wound healing [25], Mankus et al showed
that P2X7 receptor activation enhanced cell migration [26].
The aim of our work was to study the role of HA molecular
weight in the proliferative phase of wound healing and understand
how this physiological biopolymer acts to promote wound healing
on a human keratinocyte in vitro model. We evaluated wound
healing closure, cell proliferation, expression of CD44 and ZO-1
(protein present in tight junctions specific of epithelia), and P2X7
receptor activation after incubation of cells with a native HA and
two different fragments of HA.
Results
Scratch Wound Assay
To study wound healing, we use three different HA molecular
weight (table 1). Results showed that, only MMW-HA induced a
statistically significant effect on wound healing: the wound healing
factor is three times higher compared to control (Figure 1). HMW-
Table 1. Molecular weights of hyaluronan used.
Nomenclature Molecular weight polydispersity Average molecular weight
High Molecular Weight Hyaluronan (HMW-HA) 1000,MW,1400 kDa 1090 kDa
Medium Molecular Weight Hyaluronan (MMW-HA) 100,MW,300 kDa 166 kDa
Low Molecular Weight Hyaluronan (LMW-HA) 5,MW,20 kDa 20 kDa
doi:10.1371/journal.pone.0048351.t001
Figure 1. Scratch wound assay. Monolayer was wounded by manual scratch with a pipette tip. Solutions containing different HA at 0.2% in
culture medium with 2.5% of FCS were distributed at Day 0 and cultures were kept at 37uC for 24 hours (Day1). A: control, B: HMW-HA, C: MMW-HA,
D: LMW-HA. Histogram above represents width of the wound measured for each wound at D0 and D1. Results are expressed as a ratio of D1 on D0.
Wound healing area: Results are expressed as a ratio of D1 on D0 after image analysis; % of wound area represents the ration of wound area at D1/
wound area at D0. We show that only MMW-HA induced a significant wound healing compared to control and other HA (***: p,0.001 compared to
culture medium, n = 3). The wound healing factor is three times higher compared to control.
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g001
Hyaluronan and Wound Healing
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HA and LMW-HA had no effect on wound healing compared to
control. % of wound area was 77.70%, 59.24%, 5.83% and
43.58% respectively for culture medium, HMW-HA, MMW-HA
and LMW-HA.
Cell Proliferation
The results show that from Day 5, MMW-HA increased
significantly cell proliferation compared to control. High and low
molecular weight hyaluronan had no significant effect on cell
proliferation (Figure 2).
Tight Junction: ZO-1 Expression
As shown in figure 3, ZO-1 expression was strongly increased
when the cells were incubated with MMW-HA (mean fluores-
cence = 36418.6) compared to control (mean fluores-
cence, = 17951.3). HMW-HA and LMW-HA had no effect on
ZO-1 expression compared to control.
Hyaluronan Receptor: CD44 Expression
As shown in figure 4, the three HA had no effect on CD44
expression compared to control.
P2X7 Receptor Activation
In cells where P2X7 receptor is activated, we can observe a
green fluorescent signal. As shown in figure 5, incubation of cells
with MMW-HA induced a slight activation of P2X7 receptor
compared to control and this activation was inhibited by BBG, a
specific inhibitor of P2X7. HMW-HA and LMW-HA had no
effect on P2X7 receptor activation compared to control.
Cell Viability
HMW-HA, MMW-HA and LMW-HA didn’t induce any
decrease in cell viability (figure 6).
Figure 2. Cell proliferation. Cells were cultured in medium with
2.5% FCS containing HA HMW-HA or MMW-HA or LMW-HA at 0.2%.
Proliferation was analyzed by counting cells during 6 days. circle: cell
culture medium, triangle: HMW-HA, square: MMW-HA, lozenge: LMW-
HA. Our results show that from day 5 only MMW-HA induced a
significative increase on cell proliferation compared to control, HMW-
HA and LMW-HA have no effect on cell proliferation (***: p,0.001
compared to culture medium, n= 3).
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g002
Figure 3. ZO-1 protein expression. ZO-1 expression was evaluated using flow cytometry after incubation with HMW-HA or MMW-HA or LMW-HA
at 0.2% for 24 hours. Results showed a strong increase in ZO-1 expression after MMW-HA incubation. A: cell culture medium, B: HMW-HA, C: MMW-
HA, D: LMW-HA (n= 3). Data show that MMW-HA increase the expression of ZO-1 protein compared to control.
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g003
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P2X7 Activation and Wound Healing
To know if P2X7 receptor plays a role in wound healing
induced by MMW-HA, cells were incubated with BBG at 20 mM
for 20 minutes before MMW-HA incubation. Results showed that
preincubation with specific inhibitor of P2X7 (BBG) blocked the
beneficial effects of MMW-HA on wound healing (figure 7). % of
wound area was 80.03%, 37.08% and 67.38% respectively for
culture medium, MMW-HA without BBG and MMW-HA with
BBG.
Discussion
In clinics, some sticking plasters are composed of HA for its
hygroscopic properties (hydrated HA can contain up to 1000-fold
more water than its own weight). High molecular weight HA has
the ability to absorb water and then it keeps the wound in a moist
environment favourable to healing. Nevertheless, HA has also
biological properties that could explain its role in wound healing.
We found that from a physiobiological point of view, MMW-HA
induced a much better healing rate than LMW-HA and HMW-
HA. Indeed, we demonstrate that native HA, in spite of its
essential hygroscopic role, is not the best HA to promote wound
healing, and smaller molecular weight (300 kDa) HA seem to play
an important biological role in wound healing. Studies have shown
that HA modulate cell proliferation [10;27], depending on the
molecular weight. Hyaluronidases, that are responsible for the
degradation of hyaluronic acid, stimulate cell proliferation [28]
leading to the conclusion that high molecular weight HA must be
degraded to induce cell proliferation. The importance of HA
degradation for cell proliferation was confirmed by a recent study
showing that high molecular weight HA decreases astrocytes
proliferation, but its degradation into smaller fragments induces
astrocytes proliferation and activation [29]. We observed that
HMW-HA didn’t induce cell proliferation, showing that hyal-
uronidases may not be present in our cell model. On the contrary,
MMW-HA induced cell proliferation compared to control. LMW-
HA had no effect on cell proliferation but this was not surprising
since low molecular weight HA is pro-inflammatory [7;30]. So, the
use of this HA could potentiate inflammation in wound leading to
tissue damage. Considering these data, we focused our attention
on MMW-HA.
Cell-cell junction/adhesion is an important factor for wound
healing. Tight junctions play a central role in close cell-cell
adhesion in simple epithelia and endothelia, connecting neigh-
bouring cells in a controlled manner. It is composed of
transmembrane proteins including claudin family proteins,
occludin like proteins, junctional adhesion molecules (JAMs) and
plaque proteins such as ZO-1 [31]. Besides, it plays a crucial role
in the formation of the epidermal diffusion barrier. The expression
of the tight junction proteins ZO-1 has recently been studied in a
human skin organ culture model [32], showing ZO-1 expression
early during wound healing. In our model, incubation of cells with
MMW-HA induced an increase in ZO-1 expression. Not only
MMW-HA stimulated cell proliferation and wound healing, but it
also increased the expression of tight junctions, showing that the
rebuilt epithelium monolayer possessed functional properties.
To understand how MMW-HA promotes wound closure and
cell proliferation, we studied CD44 expression and P2X7 receptor
activation. The results we obtained show that incubation of cells
with MMW-HA has no significative effect on CD44 receptor
expression (major receptor of HA). This indicates that the healing
Figure 4. CD44 protein expression. CD44 expression was evaluated using flow cytometry after incubation with HMW-HA or MMW-HA or LMW-
HA at 0.2% for 24 hours. Results showed a very slight effect on CD44 expression level after MMW-HA incubation. A:control, B: HMW-HA, C: MMW-HA,
D: LMW-HA (n= 3). Results show that CD44 expression is not modified with HA regardless the molecular weight.
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g004
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we observed with MMW-HA is not linked to the modulation of
CD44 receptor expression, but probably due to other cell
signalling pathway. Recently, several studies have highlighted
the possibility that HA binding to CD44 induces its redistribution
into lipid rafts, with multiple signal molecules being recruited and
assembled to facilitate the transduction of signals [33;34]. Among
the receptors present in lipid raft, there is the P2X7 purinergic
receptor. First, P2X7 receptor was identified as a cytolytic receptor
[13], but it was later shown that basal activation of P2X7 increased
mitochondrial calcium and promoted cell proliferation [35;36].
P2X7 receptor activation has a dual role: cell proliferation after
basal activation and cytolysis after high activation. The role of
P2X7 receptor activation in wound healing was first highlighted in
cornea [25]. The same authors showed that in P2X72/2 mice,
there was a downward trend in the rate of epithelial wound repair
[37]. Our results show that MMW-HA induced a slight activation
of P2X7, and this slight activation was not accompanied with a
loss of cell viability. This basal P2X7 activation plays a pivotal role
in MMW-HA-induced wound healing since BBG, a specific
inhibitor of P2X7 receptor activation, inhibited wound closure
promoted by MMW-HA. These results showed that when P2X7
receptor is blocked, MMW-HA lost its healing properties.
According to our results, MMW-HA (166 kDa) seems to be the
best healing agent compared to LMW-HA and HLW-HA.
Besides, HA with molecular weight inferior to 200 kDa has been
shown to stimulate b-defensin-2 on human skin cells [38]. b-
defensin-2, a peptide produced by different epithelial cells, exerts a
strong antimicrobial activity against Gram-negative bacteria and
Candida albicans, together with a good bacteriostatic activity
against Gram-positive bacteria [39]. MMW-HA combines prolif-
erative stimulating effects and indirect antimicrobial activity.
These both properties confer to MMW-HA an interesting role in
wound healing.
Our study allowed us to better understand the mechanism by
which hyaluronan acts in wound healing (see above summary
diagram, figure 8).
We demonstrated that native HA is not the best biopolymer to
stimulate wound healing and cell proliferation, but rather HA at
166 kDa represents an interesting therapeutic strategy as it
promotes in vitro the rebuilt of a functional epithelium monolayer.
We highlighted for the first time the relationship between HA at
166 kDa and P2X7 receptor basal activation in wound healing.
Together, these results show that topical use of medium molecular
weight hyaluronan in sticking plasters should be taken into
consideration to promote tissue repair and wound healing.
Materials and Methods
Reagents
Chemicals, cell culture reagents and fluorescent dyes were
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France),
Eurobio (Les Ulis, France) and Invitrogen (Cergy Pontoise,
France), respectively. Different HA were obtained by biotechnol-
ogy processes (Laboratoire Soliance, Pomacle, France): one native
HA (HMW-HA) around 1 MDa, and two smaller fragments, one
medium molecular weight HA (MMW-HA) around 150 kDa and
one low moleculear weight HA (LMW-HA) around 15 kDa.
Molecular weights were calculated according to European
Figure 5. P2X7 receptor activation. Cells were pre-incubated or not
with a specific inhibitor of P2X7 (BBG) at 20 mM for 20 minutes before
incubation with HMW-HA or MMW-HA or LMW-HA at 0.2% for 24-hours.
P2X7 activation was evaluated by YO-PRO-1 dye uptake. A: cell culture
medium, B: positive control, C: HMW-HA without specific inhibitor of
P2X7 (BBG), D: HMW-HA with specific inhibitor of P2X7 (BBG), E: MMW-
HA without specific inhibitor of P2X7 (BBG), F: MMW-HA with specific
inhibitor of P2X7 (BBG), G: FMW-HA without specific inhibitor of P2X7
(BBG), H: LMW-HA with specific inhibitor of P2X7 (BBG). Incubation with
MMW-HA induces slight increase in P2X7 activation compared to
control and other HA (n = 18). Moreover preincubation of cell with
specific inhibitor of P2X7 (BBG) inhibits MMW-HA effect on P2X7
receptor.
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g005
Figure 6. Cell viability. Cells were preincubated or not with specific
inhibitor of P2X7 (BBG) at 20 mM for 20 minutes before incubation with
MMW-HA at 0.2% for 24-hours. Cell viability was evaluated by neutral
red test after incubation with MMW-HA. Grey: without specific inhibitor
of P2X7 (BBG), black: with specific inhibitor of P2X7 (BBG). Slight
activation of P2X7 we observe with MMW-HA has no effect on cell
viability (n = 18).
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g006
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Pharmacopoeia guidelines 6.3. Hyaluronan was used at 0.2%; this
concentration was tested according our previous study [23] which
are showed that hyaluronan at this concentration had an effect on
corneal cells.
Experimental Procedures
Cell culture. HaCat cells (human skin keratinocytes, [40])
were cultured under standard conditions (moist atmosphere of 5%
CO2 at 37uC) in Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM)
supplemented with 10% foetal calf serum (FCS), 2 mM L-
glutamine, 50 IU/ml penicillin, and 50 IU/ml streptomycin.
The medium was changed every three days. Confluent cultures
were removed by trypsin incubation, and then cells were counted.
They were seeded in culture microplates at a density of 250,000
cells per mL.
Cells were pre-incubated or not with a specific inhibitor of
P2X7 (brilliant Blue G- BBG) at 20 mM for 20 minutes before
incubation with HMW-HA or MMW-HA or LMW-HA at 0.2%
for 24-hours.
Scratch wound assay. According to Buonomo’s method
[41–43], the cells were seeded into 6-well culture microplates, and
culture was kept at 37uC for 72 hours. The medium culture was
removed and the cells were rinsed with phosphate buffer saline
(PBS) and incubated with culture medium without FCS during 24
hours. After 24 hours, medium was removed and the cells were
washed and wounded by manual scratch with a pipette tip. The
cells were rinsed with PBS and pictures of the wounds were taken
using Nikon Coolpix camera. Solutions containing different HA at
0.2% in culture medium with 2.5% of FCS were distributed.
Cultures were kept at 37uC for 24 hours. At D1 (+24h), medium
was removed and the cells were washed before taking pictures of
each wound. % of wound area was measured using Aphelion Dev
image processing and analysis software developed by ADCIS S.A.
Cell proliferation. Cells were seeded with different HA at
0.2% in culture medium at 80,000 cells per mL into 48-well
culture microplates. Each day, the cells were removed with trypsin
and counted for 6 days with haemocytometer.
Tight junction: ZO-1 expression. ZO-1 expression was
evaluated using flow cytometry [44]. Cells were seeded into 6-well
culture microplates, culture were kept at 37uC for 24 hours. The
cells were incubated with different HA at 0.2% in medium with
2.5% of FCS for 24 hours. After 24 hours, medium was removed
and the cells were washed and removed by trypsin. The cells were
fixed with 1% paraformaldehyde in PBS. The cells were washed
with PBS, and incubated for 30 minutes at 4uC with ZO-1
polyclonal antibodies (ZYMED Laboratories) diluted to 1/100.
After washes in cold PBS supplemented with 0.5% of bovine
serum albumin (BSA), the cells were incubated for 30 minutes at
4uC with a goat anti-rabbit immunoglobulin-Alexa FluorH488
diluted to 1/2000. After wash in cold PBS supplemented with
Figure 7. Scratch wound assay.Monolayer was wounded by manual scratch with a pipette tip and cells were preincubated with BBG at 20 mM for
20minutes before HA incubation. Different solutions containing different HA at 0.2% in culture medium with 2.5% of FCS are distributed (Day0) and
culture was kept at 37uC for 24 hours (Day1). A: control without specific inhibitor of P2X7 (BBG), B: MMW-HA with without specific inhibitor of P2X7
(BBG), C: MMW-HA with without specific inhibitor of P2X7 (BBG). % of wound area represents the ration of wound area at D1/wound area at D0. We
show that cell preincubation with BBG blocks beneficial effect of MMH-HA on wound healing (***: p,0.001 compared to culture medium, n = 3).
doi:10.1371/journal.pone.0048351.g007
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0.5% of BSA, the cells were analysed by C6 Flow CytometerH
(Accuri Cytometers, St. Ives, UK).
Hyaluronan receptor: CD44 receptor expression. Flow
cytometry were used to evaluate CD44 expression [45]. According
to Pauloin’s method [23], cells were seeded into 6-well culture
microplates, culture were kept at 37uC for 24 hours. The cells were
incubated with different HA at 0.2% in culture medium with 2.5%
of FCS. After 24 hours, culture medium was removed and the cells
were washed and removed by trypsin. Culture cells were incubated
for 45 minutes at 4uC with CD44 monoclonal antibodies (Sigma-
Aldrich) diluted to 1/500. After three washes in cold PBS
supplemented with 0.5% of BSA, the cells were incubated 30
minutes at 4uC with a goat anti-mouse immunoglobulin-FITC
(Dakocytomation, Glostrup, Denmark) diluted to 1/2000. After
three washes in cold PBS supplemented with 0.5% of BSA, the
cells were fixed with 1% paraformaldehyde in PBS. The cells were
analysed by C6 Flow CytometerH (Accuri Cytometers, St. Ives,
UK).
P2X7 receptor activation: YO-PRO-1 test. YO-PRO-1, a
DNA probe [46], enters cells after P2X7 receptor activation [13].
For this test, cells were seeded into 96-well culture microplates and
kept at 37uC for 24 hours. The cells were incubated with different
HA at 0.2% in culture medium with 2.5% of FCS. After 24 hours,
culture medium was removed and the cells were washed with PBS.
According to our laboratory’s protocol [47;48], 2 mM YO-PRO-1
solution was distributed in the microplate. After 10 minutes at
room temperature in the dark, pictures of cells were taken using a
Nikon Coolpix camera connected to a fluorescence microscope
Leı¨ca DMIRB.
Cell viability. Neutral red (Fluka, Buchs, Switzerland) uptake
assay is a cell viability assay, based on the ability of viable cells to
incorporate neutral red [49], which is a weak cationic dye that
readily penetrates cell membranes by non-ionic diffusion, accu-
mulating in lysosomes, where it binds with anionic sites in the
lysosomal matrix. Lysosomal membrane integrity is closely
correlated with cell viability and it is evaluated with neutral red
fluorescence. Cells were seeded into 96-well culture microplates,
culture were kept at 37uC for 24 hours. The cells were incubated
with different HA at 0.2% in culture medium with 2.5% of FCS.
After 24 hours, culture medium was removed and the cells were
washed. Neutral red solution (50 mg/ml) was added to living cells.
After a 3-hour incubation time at 37uC, the cells were washed with
PBS to remove any remaining unincorporated dye. The dye was
then released from the cells using lysis solution (1% acetic acid,
50% ethanol and 49% pure water). The plate was agitated on a
microplate shaker for 20 minutes and the fluorescence signal was
scanned (lexc = 540 nm; lem=600 nm) [50], using a cytofluo-
rometer (SafireH, TecanTM, France) which allows fluorometric
detection from 280 to 870 nm with high sensitivity (pg-fg/ml) and
specificity. This technique allows the use of fluorescent probes on
living cells and detects the fluorescent signal directly in the
microplate in less than 1 minute (for a 96-well plate).
Statistical analysis. Each test was performed in triplicate.
The fluorescent measurement was expressed as relative fluores-
cence units or as fluorescence percentage of the control, and
statistical analysis were performed using one-way ANOVA
followed by Dunnett’s test (a risk = 0.05). Error bars on graphs
represent standard deviation. The significance is compared to
control (culture medium). Statistical analysis was performed using
Sigma Stat 2.0 software (Chicago, IL, USA).
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Figure 8. Summary diagram. MMW-HA induces wound healing via P2X7 basal activation.
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Background: Calophyllum inophyllum oil used as folk medicine in wound healing treatment. 
To date no scientific studies focused on understanding its power of healing. The aim of our 
work was to evaluate the Calophyllum inophyllum oil on wound healing. Methodology and 
Findings: wound healing closure was evaluated using scratch test assaySKDJRF\WRVLVȕ-
defensin-2, IL-1ȕ release, SIRT1 activity, and P2X7 receptor activation on living cells using 
cytofluorometric method. Our study showed that Calophyllum inophyllum oil induced a 
significant increase in phagocytosis, IL-1ȕ release, and SIRT1 activity, induced a slight 
activation of P2X7 receptor and increased wound closure. Basal activation of P2X7 receptor 
is already known to stimulate phagocytosis and this activation in our model plays a pivotal 
role in Calophyllum inophyllum-induced phagocytosis and wound healing. Indeed, we showed 
that use of Brilliant Blue G (BBG), a specific inhibitor of P2X7 receptor, blocked completely 
the beneficial effects Calophyllum inophyllum on wound healing. 
209
INTRODUCTION
Wound healing consists of 3 processes: blood coagulation, inflammation and remodelling (1).
It is a highly dynamic process and involves complex interactions of extracellular matrix 
molecules, soluble mediators, various resident cells, and infiltrating leukocyte subtypes. The 
inflammatory response is the first step of the process of healing. That requires the 
communication among different cell types (neutrophils, macrophages, endothelial cells, 
fibroblasts, and keratinocytes) and the generation of mediators such as cytokines. Maintain a 
moist environment and protect it from infection remains a best treatment for healing (2).
Indeed the dressings used today differ mainly in the compounds they are impregnated with, 
such as hyaluronan, silver, growth factors, or fatty acids. High molecular weight hyaluronan 
has the ability to absorb water and then it keeps the wound in a moist environment favourable 
to healing, Silver is known to have beneficial effects on wound healing (3). Previous studies 
have demonstrated that growth factors are important regulatory molecules for coordinating the 
healing process. These regulatory molecules are released from macrophages, fibroblasts, and 
keratinocytes at the site of the wound and they participate in the regulation of 
reepithelialization, granulation tissue formation, collagen synthesis, and neovascularization 
(4).  Studies have shown that a topic application of growth factors stimulates healing (5, 6). 
Due to their physicochemical properties fatty acids have the ability to protect wound against 
the infection and a massive loss of water, thus promoting a proper microenvironment for 
healing water loss and the invasion of microorganisms (7). The establishment of the 
inflammatory reaction also involves the release of lipoic bioactive mediators known as 
eicosanoids (8). The n-6 and n-3 fatty acid participate in the biosynthesis of several lipoic 
mediators which are involve on immune response. Membrane of most cells contain large 
amount of arachidonic acid compared to linoleic acid. Indeed arachidonic is the principal 
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precursor of eicosanoids synthesis (9).  In addition to their role in the synthesis of 
inflammatory mediators, n-3 and n-6 may also act as structural components, together with n-9 
monounsaturated, for the synthesis of membrane phospholipids and maintain membrane 
fluidity (10), thus contributing to the cell membrane physiology in mechanisms such as 
signaling transduction and cell proliferation (11). We focused our attention on tropical nut oil 
Calophyllum inophyllum oil is extracted from seeds and fruits of a tropical tree growing in 
Madagascar, Bali and Tahiti. The kernel oil is used in folk medicine for its healing properties 
in Asia (12). Oil from genus Calophyllum contains coumarins (13), xanthones which are 
known to have an antimicrobial activity(14, 15), tocopherols and tocotrienols, known as 
natural antioxidant agents (16). It is also rich on unsaturated fatty acids (71%), specifically 
lLQROHLFDFLG&ȍDQGROHLFDFLG& ȍ(17). 
This tropical nut oil seems to be a good candidate for treatment healing. The aim of our study 
was to investigate the benefit effects of this tropical nut oil on wound healing to propose it as 




Chemicals and oil. Chemicals for cellular culture were purchased from Eurobio (Les Ulis, 
France). LPS from Escherichia Coli were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-
Fallavier, France). Vybrant Phagocytosis, ELISA, ǃ-defensin-2 (Human) and SIRT1 kits were 
purchased from Invitrogen (Villebon sur Yvette, France), R&D Systems (Abingdon, UK), 
Phoenix pharmaceutical (Strasbourg, France) and Abnova (Taipei City, Taiwan), respectively. 
Calophyllum inophyllum oil SOLIANCE (Pomacle, France).
Cell culture. The spontaneously immortalized aneuploid human keratinocyte cell line (HaCat) 
was used (18). Cells were cultured under standard conditions in Minimum Essential Medium 
Eagle‘s medium supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 50 IU/ml 
penicillin and 50 IU/ml streptomycin. The medium was changed every 2 days. Confluent 
cultures were removed by trypsin incubation, and then the cells were counted and they were 
seeded into Petri culture dishes at a density of  250,000 cells/ml and kept at 37°C for 24 
hours.  
Human leukemic monocytes (U937 cell line) were cultured in RPMI-1640 medium 
supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 50 IU/ml penicillin and 50 
IU/ml streptomycin. For cell stimulation U937 cells were incubated with phorbol myristate 
acetate (PMA) at 16ng/ml for 48 hours. Then cells were scraped, counted and they were 
seeded into 96-well culture microplates at a density of 106cells/ml and kept at 37°C for 24 
hours. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil at 1% and 2% during 15 
minutes, then oil was removed, cells washed, incubated with cell culture medium at 2.5% of 
FCS and kept at 37°C for 24 hours. 
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Cells were pre-incubated or not with a specific inhibitor of P2X7 (brilliant Blue G- BBG) at 
20µM for 20 minutes before incubation with HMW-HA or MMW-HA or LMW-HA at 0.2% 
for 24-hours.
Phagocytosis assessment. Phagocytosis was evaluated using Vybrant Phagocytosis kit. 
Phagocytosis assessment was performed according to the manufacturer’s instructions.  
Cytokines release measurement. The release of IL-1ȕ in cell supernatants was determined by 
ELISA. After LPS incubation, cell supernatants were harvested and stored at -20°C until use 
for cytokines measurements. The quantity of released cytokines was measured according to 
the manufacturer’s instructions. 
P2X7 receptor activation measurement.YO-PRO-1, a DNA probe, enters cells after P2X7 
receptor activation. For this test, cells were seeded into 96-well culture microplates and kept 
at 37°C for 24 hours. Cells were incubated with different concentration of Calophyllum 
during 15 minutes, and then oil was removed, cells washed, incubated with cell culture 
medium at 2.5% of FCS and kept at 37°C for 24 hours. ȝ0<2-PRO-1 solution was 
GLVWULEXWHGLQWKHPLFURSODWH$IWHUPLQWKHIOXRUHVFHQFHVLJQDOZDVVFDQQHGȜH[F 
QPȜHP QP. 
Cell viability assessment. Alamar blue passively penetrates cells and thereby is reduced. The 
oxidized nonfluorescent dye becomes a reduced fluorescent dye. A solution at 0.1mg/mL in 
phosphate buffer saline (PBS) was diluted (1/11) in culture medium containing 2.5% FCS. 
Cells were incubated with different concentration of Calophyllum during 15 minutes, then oil 
was removed, cells washed, incubated with cell culture medium at 2.5% of FCS and kept at 
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37°C for 24 hours. Cells were incubated with Alamar blue at 37°C for 6 hours, and 
fluorescent detection was then meaVXUHGȜH[F QPȜHP QP  
ȕ-defensin-2 release measurement. 7KHUHOHDVHRIȕ-defensin-2 in cell supernatants was 
determined by ELISA. After LPS incubation, cell supernatants were harvested and stored at -
20°C until use for cytokines measurements. The quantity of released cytokines was measured 
according to the manufacturer’s instructions.   
SIRT1 activity assessment. The SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay Kit was used to 
assess SIRT1 activity. After incubation with Calophyllum inophyllum oil, the cells were lysed 
and nuclear SIRT1 was isolated (sucrose gradient centrifugation, sonication followed by 
another centrifugation). The SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay was performed as 
indicated in the Abnova product sheets. Resveratrol served as a positive control for SIRT1 
activation.
Scratch wound assay. According to Buonomo’s method (19), cells were seeded into 6-well 
culture microplates at a density of 250,000 cells/ml and kept at 37°C for 72 hours. The 
medium culture was removed and the cells were rinsed with phosphate buffer saline (PBS) 
and incubated with culture medium without FBS during 24 hours. After 24 hours, medium 
was removed and the cells were washed and wounded by manual scratch with a pipette tip. 
The cells were rinsed with PBS and medium with 2.5% of FBS were distributed incubated in 
each well. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil at 1% and 2% before or 
after scratching for 15 minutes. Pictures of the wounds were taken using Nikon Coolpix 
camera. Cultures were kept at 37°C for 24 hours. At D1 (+24h), medium was removed and 
the cells were washed before taking pictures of each wound.  
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Data analysis. Statistical analysis were performed using one-way ANOVA followed by 




Results showed that Calophyllum inophyllum oil at 1% and 2% induce phagocytosis (figure 
1). Only Calophyllum inophyllum oil at 1% induces a mathematically significant increase the 
ability of macrophages to phagocytize compared to control (culture medium at 2.5% FBS). 
Cytokines release
As shown in figure 2, Calophyllum inophyllum oil at 1% induced a significative increase on 
IL-1ȕUHOHDVHLQPDFURSKDJHVcompared to control (culture medium at 2.5% FBS).
P2X7 receptor activation 
Data in figure 3 showed that Calophyllum inophyllum induced a significative P2X7 activation 
compared to control (culture medium at 2.5% FBS).  The Preincubation of macrophages with 
BBG blocks P2X7 receptor activation. 
Cell viability
Calophyllum inophyllum did nit induces any decrease in cell viability (figure 4).
Phagocytosis 
The Preincubation of macrophages with BBG blocks phagocytosis (figure 5).
ȕ-defensin-2 release
We observed DIROGLQFUHDVHLQȕ-defensin-2 release with Calophyllum inophyllum oil at 
2% compared to control (figure 6).   
SIRT1 activity
Results showed that at 1% , Calophyllum inophyllum oil induced a significant increase in 
SIRT1 activity compared to negative control (figure 7).  
Scratch wound 
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Calophyllum inophyllum oil at 1% and 2% decreased wound area compared to control (culture 
medium at 2.5% FBS). The healing factor is three times, and six times higher compared to 
control when cells were preincubated before scratch with Calophyllum inophyllum oil at 1% 
and 2% respectively test (figure 8). While when cells were post incubated after scratch test 
with Calophyllum inophyllum oil, the healing factor is three times higher compared to control 
whatever the Calophyllum inophyllum oil concentrations (figure 9) 
Wound healing and P2X7 receptor 
Cells preincubation with P2X7 blocks the beneficial effect of Calophyllum inophyllum oil on 
wound healing (figures10, 11). 
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DISCUSSION
The inflammatory response is the first step of the process of healing. The dressings used today 
differ mainly in the compounds they are impregnated with such as fatty acids. Fatty acids 
have the ability to protect wound against the infection and a massive loss of water, thus 
promoting a proper microenvironment for healing water loss and the invasion of 
microorganisms. During the early and short inflammatory phase macrophages exert pro-
inflammatory functions like antigen-presenting, phagocytosis and the production of 
inflammatory cytokines that facilitate the wound healing process. Fatty acids have important 
roles in immune and inflammatory responses (20, 21). Our results showed that Calophyllum 
inophyllum RLOVWLPXODWHGLPPXQHUHVSRQVHE\LQFUHDVLQJSKDJRF\WRVLVF\WRNLQHDQGȕ-
defensin-2 release. We also showed that Calophyllum inophyllum oil stimulated SIRT-1 
activity and induced wound closure. Phagocytosis is a mechanism that allows certain 
specialized cells such as macrophages ingest microorganisms. It plays an important role in 
immune function, especially during bacterial and parasitic infections. Calophyllum 
inophyllum oil is rich in unsaturated fatty acids such as linoleic acid and oleic acid. The 
degree of unsaturation of the fatty acid contributes to the determination of the membrane 
fluidity which influences phagocytosis. Indeed, previous studies have shown that exposure of 
macrophages to saturated or unsaturated fatty acids impacts phagocytosis (22). Our data show 
that the incubation of macrophages with Calophyllum inophyllum activated phagocytosis. 
Indeed, Fuhrmann et al showed that incubation of monocytes with linoleic acid enhances 
phagocytosis (23). IL-ȕSURGXFWLRQLVRIWHQDVVRFLDWHGZLWK3;UHFHSWRUDFWLYDWLRQ:H
have shown in our model that Calophyllum inophyllum oil stimulates P2X7 receptor 
activation. This activation which is not accompanied by a loss of cell viability is inhibited 
when cells were preincubated with BBG (P2X7 receptor-specific inhibitor). Gu et al have 
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shown that overexpression of the P2X7 receptor increases phagocytosis. Moreover the use of 
an inhibitor of P2X7 receptor such as o-ATP inhibits phagocytosis (24). In our study we 
observed an inhibition of phagocytosis using a BBG a specific inhibitor of P2X7 receptor. 
Phagocytosis is often associated with an inflammatory process. In our study we were 
interested to IL-ȕRQHRIWKHF\WRNLQHVZLWKVLJQLILFDQWLPSDFWRQWKHLPPXQHUHVSRQVHDQG
inflammatory cells. Other studies have shown that incubation of cells with essential fatty 
acids such as oleic acid and linoleic acid stimulates the production of IL-ȕ(25). Indeed, in 
our model we have shown that incubation of macrophages with Calophyllum inophyllum oil 
rich in oleic and linoleic acid, stimulates the release of IL-ȕZKLFKLQDGGLWLRQWRLWVUROHLQ
controlling the immune response, is essential for stimulating fibroblasts and keratinocytes 
proliferation (26). Moreover, other studies have shown that IL-ȕLQGXFHVWKHH[SUHVVLRQRI
DQWLPLFURELDOSHSWLGHVPRVWDEXQGDQWLQWKHVNLQDQGHVVHQWLDOIRUWKHKHDOLQJSURFHVVWKHȕ-
defensin-2 (27-30). These studies confirm our data. Indeed, we observed an increase in the 
SURGXFWLRQRIȕ-defensin-2 following incubation of macrophages with Calophyllum 
inophyllum oil. The linoleic acid is known to be a powerful antimicrobial this could be due to 
LWVFDSDFLW\ZLWKROHLFDFLGWRLQFUHDVHȕ-defensin-2 expression and secretion (31 , 32). The 
healing process begins with an inflammatory reaction which aims to remove necrotic tissue 
and to repair damaged tissues. Also an uncontrolled inflammatory process can induced a loss 
of tissue repair. SIRT-1, a histone deacetylase, is known to down regulate the inflammatory 
process by inhibiting the activation of NF-kappa B protein, a key enzyme in immune 
responses (33, 34). Studies have shown that the protein SIRT1 modulates inflammatory 
response by limiting production of mediators such as IL-ȕ(35, 36). In our model, we 
observed an increase in SIRT-1 protein activity after keratinocytes incubation with different 
concentrations of Calophyllum inophyllum oil. Wound closure is an important step in the 
healing process, we analysed the effect of Calophyllum inophyllum oil on this step. 
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Calophyllum inophyllum oil induced wound closure and cells preincubation with BBG blocks    
the positive effects of oil on wound closure. We conclude that P2X7 receptor plays a role in 
wound healing. In our study we showed scientifically how Calophyllum inophyllum oil could 
influence the process of healing. We also highlighted for the first time the relationship 
between Calophyllum inophyllum oil and P2X7 receptor basal activation in wound healing. 
Together, these results show that the topical use of the Calophyllum inophyllum oil must be 
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Figure 1 : Phagocytosis. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. Phagocytosis was evaluated using Vybrant Phagocytosis 
kit (** p<0.005 compared to culture medium, n=18). 
Figure 2 : IL-1ȕ release. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. ELISA test was performed to evaluate IL-ȕUHOHDVH.
(** p<0.005 compared to culture medium, n=3).   
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Figure 3 : P2X7 activation. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 
minutes followed a 24-hour recovery period. P2X7 activation was evaluated using YO-PRO-1
dye uptake (*** p<0.001 compared to culture medium, $ p<0.01 compared to without BBG, 
n=18).  
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Figure 4 : Cell viability. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. Cell viability was evaluated using Alamar blue test 
(*** p<0.001, compared to culture medium, n=18). 
Figure 5 : Phagocytosis. First, cells were incubated with BBG for 20 minutes, and then it’s 
were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes followed a 24-hour recovery 
period. Phagocytosis test was performed (** p<0.005 compared to culture medium, n=18). 
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Figure 6 : ȕ-defensin-2. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. ELISA test was used to assess ȕ-defensin-2 (* p<0.01, 
compared to culture medium, n=3). 
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Figure 7 : SIRT1 activity. HaCaT cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 
15 minutes followed a 24-hour recovery period. Fluorometric Assay Kit was used to assess 
SIRT1 activity (** p<0.005 compared to culture medium, * p<0.01, compared to culture 
medium, n=3). 
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Figure 8 : Scratch wound assay. Protocol #1. Cells were scratched after Calophyllum 
inophyllum incubation. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. After 24 hours, medium was removed and the cells were 
washed and pictures of the wounds were taken using Nikon Coolpix camera. (** p<0.005 








Figure 9 : Scratch wound assay. Protocol #2. Cells were scratched before Calophyllum 
inophyllum incubation. Cells were incubated with Calophyllum inophyllum oil for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. After 24 hours, medium was removed and the cells were 
washed and pictures of the wounds were taken using Nikon Coolpix camera. (** p<0.005 









 Figure 10 : Scratch wound and P2X7 activation. Protocol #1. First, cells were incubated 
with BBG for 20 minutes and scratch wound protocol was performed. (** p<0.005 compared 


























Figure 11 : Scratch wound and P2X7 activation. Protocol #2. First, cells were incubated 
with BBG for 20 minutes and scratch wound protocol was performed. (** p<0.005 compared 
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Melanoma cancer, generally resistant to treatment, is increasing. It is a highly 
aggressive form of skin cancer due to frequent metastasis. Recent studies showed that
cytolytic P2X7 receptor can be activated to kill cancer cells. The objective of our study 
was to investigate cellular modulation of melanoma cells (B16-F0 cell line) incubated 
with PR20 extract from Calophyllum inophyllum in its oily form or with PR20 extract as 
a nanoemulsion. Our results showed that PR20 extract induced a sharp decrease in 
intracellular redox potential with induction of oxidative stress and alterations of
mitochondrial activity on melanoma cells. We also observed caspase 8 and P2X7 cell 
death receptor activations, occurring during apoptosis. The activation of P2X7 receptors 
represents a new strategy to modulate proliferation of melanoma cells. Since our lipid 
formulation is viscous and it is difficult to use on injectable form we use 
nanoemulsions. Nanoemulsions are very promising in oncology as drug delivery 
systems so the nanoemulsion containing PR20 extract we studied could be proposed as 
innovating therapy for skin cancer.





Cancer is the second leading cause of death after cardiovascular diseases in developed 
countries. Skin cancer represents ~ 35–45% of all neoplasms in Caucasians 1 and the 
incidence of skin cancer has been increasing among Caucasians 1. Melanoma cancer is a 
highly aggressive form of skin cancer due to frequent metastasis. Indeed, melanoma 
cells have a strong capacity to spread very rapidly throughout the body via the 
lymphatic circulation and/or blood. As melanoma is generally resistant to treatment 
(radio and/or chemotherapy), the most successful curative treatment is surgery. 
Overexpression of the transmembrane transport protein P-glycoproteine (Pgp) encoded 
by the human MDR-1 gene has been detected in many multidrug-resistance tumor cells. 
Pgp has been shown to confer cell resistance to several natural and synthetic 
chemotherapeutic drugs 2. Chemotherapy agents are released from tumor cells through 
efflux pumps encoded by MDR-1 gene. New therapeutic strategies are envisaged to 
avoid chemotherapy agents’ efflux. Activation of cell membrane receptors such as 
P2X7 receptor could be a novel strategy for antitumoral therapy. P2X7 receptor is a 
purinergic receptor which is activated by extracellular ATP and its expression is 
increased in human melanoma 3. Activation of P2X receptors results in rapid and 
selective permeability to cations (Na+, K+ and Ca2+) 4. A cytotoxic effect of 
extracellular ATP was demonstrated on several cell types 5. Later, this cytotoxic effect 
was largely described and attributed to the formation of cytolytic membrane pores 6.
P2X7 activation induced several signaling pathways including IL-ȕ7 and NF-ț%8
cascades.  In vitro studies showed that P2X7 activation induced apoptosis in cervical 
human cells 9,but also in epithelial cancer cells 10, 11. Fu et al demonstrated in vivo that 
treatment of mice with BzATP, an agonist of P2X7 receptor, inhibited formation of skin 
papillomas and carcinomas and papilloma transformation into cancer 12. ATP and 
235
 BzATP are hydrophilic molecules, whereas tissues and cell membranes are rich in 
lipids. Therefore, local treatment of melanoma tumor with P2X7 receptors agonists such 
ATP and BzATP implies high concentrations to achieve therapeutic effects. We 
hypothesized that liposoluble compounds would more easily penetrate into tissues to 
reach the tumor. After screening tests, we focused our attention on tropical nut oil. 
Calophyllum inophyllum oil is extracted from seeds and fruits of a tropical tree growing 
in tropical areas. Oil from genus Calophyllum contains 71% of unsaturated fatty acids, 
VSHFLILFDOO\OLQROHLFDFLG&ȍDQGROHLFDFLG&ȍ,QWUDGLWLRQDOIRON
medicine, some beneficial virtues are attributed to the Calophyllum inophyllum oil; for 
example, this oil is used to treat inflammation or to promote healing. Several studies 
showed that Calophyllum inophyllum extract has cancer chemopreventive effects, anti-
HIV and anti-microbial activities 13-15.  Literature reflects that Calophyllum inophyllum
is rich flavonoids 16, xanthones 17, 18, derived coumarins compounds13, 15 that are known 
as anti-tumoral molecules 19-21. In our study, we used a PR20 extract from Calophyllum 
inophyllum oil. For our data we use this extract in oleic acid formulation. This 
formulations containing PR20 extract will be called in our manuscript lipid formulation.
This lipid formulation could be used in topical application but not in injectable form due 
to its viscosity. This is the reason why we chose to work on nanoemulsion especially 
since the field of nanomedicine is promising in particular for the treatment of cancer.
Nanoemulsions have been developed over the last decade for their particular interest for 
drug delivery through different routes 22 - 24. Nanoemulsion is promising carriers for 
lipophilic compounds. O/W nanoemulsions have been developed for delivery of 
lipophilic drugs 25 in particular allowing parenteral delivery of lipids or lipophilic drugs. 
Nanoemulsions were already used for cytotoxic drugs delivery of paclitaxel or 
chlorambucil. Moreover, nanoemulsions including anticancer agents are able to improve 
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 their efficacy 26-28. Therefore, W/O Nanoemulsion seemed to be a potential good vehicle 
for parenteral administration of PR20 extract from Calophyllum inophyllum oil.
The aim of our study was to investigate the cellular effects of a lipid formulation in its 
oily form and as nanoemulsions on melanoma cells to propose it as a potential new 
therapeutic agent for melanoma. We focused our attention on the activation of P2X7 
receptor and caspase-dependent apoptosis.  
MATERIALS AND METHODS
Reagents 
Chemicals, cell culture reagents and fluorescent dyes were purchased from Sigma 
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France), Eurobio (Les Ulis, France), and Invitrogen 
(Cergy Pontoise, France), respectively. Medium-chain-triglycerides (MCT) of caprylic 
and capric acids (Miglyol 812N®) was purchased from Condea (Witten, Germany). Egg 
lecithin (Lipoïd E80®) was kindly provided by Lipoïd GmBh (Ludwigshafen, 
Germany). Glycerin was purchased from Cooper (Melun, France). PR20 extract was
obtained from Laboratoire Soliance (Pomacle, France).
Experimental procedures
Cell culture 
B16-F0 mouse melanoma cells (American Type Culture Collection(CRL-6322-FL) and 
HaCaT (human skin keratinocytes) were cultured under standard conditions (moist 
atmosphere of 5% CO2 at 37°C) in Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM) 
supplemented with 10% foetal bovine serum (FCS), 2mM L-glutamine, 50 IU/ml 
penicillin, and 50 IU/ml streptomycin. The medium was changed every three days. 
Confluent cultures were removed by trypsin incubation, and then cells were counted. 
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 They were seeded into 96-well culture microplates at a density of 150,000 cells per mL. 
Cultures were kept at 37°C for 24 h. 
Incubation protocols
Whenever cells reached confluency, the cell culture medium was removed and the cells 
were incubated during 15 min with lipid formulation at different concentrations (1%, 
3%, 5%, 10%, 50% and 100%) or nanoemulsions. Refined olive oil was chosen as a 
control. All tests were performed after a 24-h recovery time in culture medium 
containing 2.5% FCS 29, 30. For oleic acid treatment, cells were incubated for 24-h with 
different concentrations of oleic acid in culture medium containing 2.5% FCS. 
Nanoemulsion preparation and characterization 
According to nanoemulsion concept (Sigward, E. Int J Nanomedicine 2012, in press), 
lecithin was first dissolved in a blend of MCT oil and oil containing PR20 extract. For 
osmolarity adjustment, glycerin was dissolved in aqueous phase. These two phases (oil 
and aqueous) were heated to 70°C. Both phases were then mixed and emulsified by a 
phase inversion method 31 using a high shear mixer (Ultraturrax®T25, Ika, Staufen, 
Germany). The emulsion was then stirred for 10 min in an ice bath using an ultrasonic 
homogenizer (Sonifier® 450, Branson, Danbury, United States) in order to obtain a 
nanoemulsion. 
Visual observations were made to assess macroscopic behaviour, possible creaming, 
coalescence, and phase separation.
x Particle size and zeta potential measurements 
Particle size, polydispersity index (PDI) and zeta potential measurements were 
performed using a Zetasizer Nano ZS®, Malvern Instruments, Orsay, France). Particle 
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 size and PDI were measured by photon correlation spectroscopy (PCS) at 25°C and 90° 
scattering angle. Zeta potential determinations were based on droplet electrophoretic 
mobility in aqueous medium. Each emulsion sample was diluted with purified water 
(1:1000). 
x pH, osmolarity 
The pH of the emulsion samples was measured using a pHmeter (phm 210, Meterlab, 
Copenhagen, Denmark). The osmolality of the different formulations was measured 
using Fiske Mark3 osmometer, (Fiske Associates, Norwood, Massachussetts, USA). 
Measurements were realized in triplicate.
x Stability assessment 
A short term stability assessment of the optimized formulations at +4°C was monitored 
by visual observation and by measuring the zeta potential, the droplet size, and PDI over 
45 days 
Cytofluorometry adapted to microplates 
A cytofluorometer (Safire, Tecan™, France) was used for fluorometric detection (280–
870 nm) with high sensitivity (pg-fg/ml) and specificity. This technique allows the use 
of fluorescent probes on living cells and detects the fluorescent signal directly in the 
microplate in less than 1 minute (for a 96-well plate). 
Cell viability assessment using the Alamar blue test
Alamar blue passively penetrates cells and thereby is reduced32. The oxidized 
nonfluorescent dye becomes a reduced fluorescent dye. A solution at 0.1mg/mL in 
phosphate buffer saline (PBS) was diluted (1/11) in culture medium containing 2.5% 
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 FCS. Cells were incubated at 37°C for 6 hours, and fluorescent detection was then 
measured ȜH[F QPȜHP QP, according to our validated protocol 33, 34.
Oxidative stress assessment using the DCFH-DA test 
Reactive oxygen species (ROS) were detected with the 2’,7’-dichlorofluorescein 
diacetate probe. Once inside the cell, this probe is cleaved by endogenous esterases and 
can no longer pass out of the cell. The product becomes fluorescent after oxidation by 
ROS. Cells were incubated for 20 minutes with a 20µM DCFH-DA solution. 
)OXRUHVFHQFHGHWHFWLRQZDVXQGHUWDNHQȜH[F QPȜHP QP, according to our 
validated protocol 35.
Apoptosis  
x P2X7 receptor activation assessment using the YO-PRO-1 test 
YO-PRO-1, a DNA probe 36, only enters apoptotic cells after P2X7 receptor activation-
induced pore formation 37. A 2ȝM YO-PRO-1 solution PBS was distributed in the 
microplate, and it was placed at room temperature in the dark. After 10 min, the 
fluorescence signal was scanned (Ȝexc=491 nm; Ȝem=509 nm), according to our 
validated protocol 38. For kinetic studies, YO-PRO-1 dye was directly diluted in the 
xenobiotic solutions. Results of the measurement of the P2X7 receptor activation are 
reported to cell viability (i.e Alamar blue test) .   
x Mitochondrial potential assessment using the JC-1 test  
Mitochondrial potential is measured using the JC-1 probe that forms aggregates when 
mitochondrial activity is high and monomers when mitochondrial activity is low. The 
fluorescence emission of JC-1 depends on the state of the probe: aggregates produce a 
red fluorescence signal whereas monomers induce a green fluorescence signal. The dye 
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 solution (6.5µg/ml in PBS) was added to the cells. At 37°C during 15 min the 
PLFURSODWHZDVUHDGDWȜH[F QPȜHP QPDQGQP
x Caspase 8 activation assessment using the rhodamine 110 test 
Caspase 8 activity was evaluated using a caspase 8 kit with rhodamine 110-DEVD as 
the fluorogenic substrate.  
Data analysis
Data in the text and graphs are shown as relative fluorescence units or as fluorescence 
percentage of the control, and statistical analysis were performed using one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test (Į risk=0.05). Each test was performed in triplicate.
RESULTS
PR20 Lipid Formulation assessment
Cell viability 
Results showed that olive oil didn’t alter cell viability through the evaluation of 
intracellular redox status a. From 1% to 3%, lipid formulation was not cytotoxic. Lipid 
formulation showed cytotoxic effects at 5%: at this concentration, the proportion of 
living cells is 14% compared to control. From 10% to 100%, we observed a dramatic 
decrease in cell viability (between 5 and 7% of living cells).
Cell viability melanoma cells vs epithelial cells
Results in figure b show that cellular responses are different. Indeed, at 5% lipid 
formulation is more cytotoxic on melanoma cells compared to normal epithelial cells.
The proportion of living cells on normal epithelial cells is 85% compared to control and 
is 14% on melanoma cells compared to control b.
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 Oxidative stress
Results showed that lipid formulation at 1% significantly decreased ROS production 
compared to control c. ROS production was significantly increased after cell incubation 
with lipid formulation from 5% (x3.05) to 100% (x7.55). 
P2X7 cell death receptor
First, we wanted to know if P2X7 receptor was functional on B16-F0 melanoma cell 
using specific agonists: ATP and BzATP. The incubation of melanoma cells with ATP 
and BzATP induced an increase in YO-PRO-1 dye uptake. BzATP, which is a most 
potent activator of P2X7 receptor than ATP, induced a higher YO-PRO-1 uptake than 
ATP d.
PR20 extract is dissolved in oleic acid and we hypothesised that intake of unsaturated 
fatty acids impact P2X7 receptor activation. We evaluated the activation of this receptor 
after cell incubation with different concentrations of oleic acid. We observe a significant
P2X7 receptor activation compared to control at the lowest concentration of oleic acid 
ȝ0 This activation seems to be concentration dependent e. 
Secondly, we evaluated P2X7 receptor activation by lipid formulation. Results showed 
that lipid formulation at 1% didn’t induce any P2X7 receptor activation. From 5% to 
100%, it induced a significant increase in YO-PRO-1 dye uptake f.  
To confirm that YO-PRO-1 dye uptake was related to P2X7 receptor activation we 
tested the ability of Briant Bleu G-250 (BBG) to inhibit P2X7 activation induced by 
lipid formulation was tested because BBG is a well-known inhibitor of P2X7 
receptor 34. P2X7 activation by lipid formulation from 5% to 10% was partially 
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 inhibited by BBG g. Results showed that BBG significantly protected melanoma cells 
against cytotoxicity of lipid formulation at 5% and 10% h.
Mitochondrial potential  
The results showed that from 5% to 10%, lipid formulation induced a significant 
decrease in mitochondrial potential (-55.8%) i. The same range of decrease in 
mitochondrial potential was observed after cell incubation with lipid formulation at 50% 
and 100%. No statistical difference was observed between 10%, 50% and 100% lipid 
formulations.  
Caspase 8 activation  
Results showed that the lipid formulation from 5% to 100% induced a significant 
increase in caspase 8 (x2.04, x3.63, respectively compared to control) j.  
Nanoemulsions assessment
Nanoemulsion formulations 
No emulsification was obtained when oil containing PR20 extract was the only oily 
phase of the emulsion. Conversely, nanoemulsions were obtained with the use of a 
blend of MCT oil and oil contained PR20 extract. In order to obtain a satisfactory 
amount of oil containing PR20 extract incorporated, a total of 30% oil phase was used 
including 1, 5, 12.5, and 15 % of oil contained PR20 extract Composition of 
formulations are given in table 1 and main characteristics (particule size, PDI, zeta 
potential), of nanoemulsions are given in table 2. pH of the formulations was 5.35, 4.95, 
4.86 and 4.65 for  1, 5 ,12.5 and 15% of oil contained PR20 extract respectively. 
Osmolarity of the formulation were brought to 290 mOsM/kg using glycerol 
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 Nanoemulsion stability
No visual changes were observed during the 45 days period which is in accordance with 
results of the characteristics (particle size, PDI, zeta potential) which are quite stable. 
Results of the characteristics of nanoemulsions stored at +4°C are given in table 3. 
Cell viability with nanoemulsion  
Results in figure l showed that nanoemulsion without PR 20 extract and with 1% of PR 
20 extract was not cytotoxic. Nanoemulsion has cytotoxic effects at 5%: at this 
concentration, the intracellular redox status was decreased by 66.4% compared to 
control. Beyond this concentration, we observed a dramatic decrease in intracellular 
redox status k (-92.5%). 
P2X7 cell death receptor with nanoemulsion
We evaluated P2X7 receptor activation by nanoemulsion. Results of figure j showed 
that without PR20 extract the nanoemulsion didn’t induce any P2X7 receptor activation. 




Use of the lipid formulation rich in different molecules is better than using the 
component separately 30. Our results showed that the lipid formulation we tested is more 
cytotoxic on melanoma cells than epithelial cells. At 5%, we observed on melanoma 
cells a dramatically decrease in intracellular redox status, an increase in ROS 
production, P2X7 receptor and caspase 8 activations. Defective apoptosis plays a role in 
the development of cancers; several studies showed the role of the activation of P2X7 
cell death receptor in epithelial cancer cells 10, 11. Cytolytic P2X7 receptors are present 
in lipid rafts 39. Lipid rafts are rigid membrane cell microdomains rich in cholesterol 
and glycosphingolipid. Fatty acids play a pivotal role for membrane rigidity: 
unsaturated fatty acids increase membrane fluidity whereas saturated fatty acids 
decrease membrane fluidity. Oligomerization of P2X7 receptor subunits is necessary to 
form cytolytic pores 40.   Exogenously supplied fatty acids are able to incorporate into 
cell membranes and change their composition 30, 41. The unsaturated fatty acids we 
brought to cell membranes could help the recruitment of P2X7 subunits to form 
cytolytic pores within lipid rafts. This could be at the origin of the activation of P2X7 
receptor we observed. Indeed, we showed that oleic acid induced P2X7 receptor 
activation without inducing loss of cell viability (data not shown). Fatty acids seem to 
exert an early effect on cell membranes that potentiates the effects of PR20 extract 
contained in the lipid formulation. We hypothesise that supplied fatty acids could 
change P2X7 receptor lipid environment and thus impact its activation. To confirm that 
P2X7 activation was at the origin of the decrease in cell viability we observed, we tested 
the ability of BBG, a P2X7 receptor antagonist, to block the decrease in cell viability 
induced by the lipid formulation. BBG prevented the loss of cell viability induced by 
lipid formulation at 10%. Beyond this concentration, BBG had no protective effects, 
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which is probably due to the predominant necrotic effects of the lipid formulation. ROS 
production is one of the consequences of P2X7 activation 42. When the lipid formulation 
did not induce P2X7 receptor activation (1-3%), neither did it induce ROS production. 
We showed that at these low concentrations, the lipid formulation induced a decrease in 
ROS production. The presence of polyphenols in the formulation could explain this 
result since polyphenols are antioxidant agents. From 5%, the lipid formulation induced 
ROS production concomitant with P2X7 activation. ROS production is often associated 
with mitochondrial alterations since mitochondria are the principal source of ROS
through the respiratory chain we showed that lipid formulation induced mitochondrial 
depolarisation. Another consequence of P2X7 receptor activation is the activation of 
caspase 8, implicated in the extrinsic apoptotic pathway 9. We observed that the lipid 
formulation induced apoptosis via caspase 8 activation, which confirms that the 
formulation activates the extrinsic apoptotic pathway through P2X7 and caspase 8 
activations, and induce mitochondrial alterations, which could activated the intrinsic 
apoptosis pathway but further studies are needed to answer this question.  The use of 
nanoparticles and specifically nanoemulsions is of particular interest in medicine. 
Therefore, we checked the cytotoxic effects of the lipid formulation as a nanoemulsion. 
We showed that the nanoemulsions have similar effects as the lipid formulation in its 
oily form. In conclusion, we have shown that a modification of the lipid environment 
impacts P2X7 receptor activation. Indeed, we have shown that oleic acid stimulates the 
activation of P2X7 receptor without loss of cell viability this data gives us the supposed 
interest of oleic acid intake in the prevention of melanoma. Secondly, oleic acid 
enriched with PR20 extract induces P2X7 receptor activation with a loss of cell 
viability. PR20 extract could then be proposed as a complement in therapeutic strategy 
against melanoma. Given its good cell penetration rate, the nanoemulsions could be 
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used as treatments for skin cancers into oral injectable or topical use, as a complement 
to chemo-and radiotherapies.  
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 Table 1. Composition (%) of nanoemulsions investigated 
A B C D
PR20 1 5 12.5 15
MCT oil 29 25 17.5 15
Lecithin E80 2.4 2.4 2.4 2.4
Glycerin 2.5 2.5 2.5 2.5
Water qs 100 100 100 100
Table 2. Characteristics of nanoemulsions investigated 
A B C D
Mean diameter 
(nm)
343.0 ± 4.91 326.8 ± 2.29 356.80 ± 8.72 437.6 ± 7.28
PDI (nm) 0.170 ± 0.04 0.184 ± 0.056 0.132 ± 0.08 0.228 ± 0.109
Zeta potential 
(mV)
-24.0 ± 1.9 -25.5 ± 1.0 - 27.3 ± 0.2 - 30.6 ± 1.0
Results are mean ± SD (n=3)
Table 3. Characteristics of nanoemulsions stored at +4°C at Day 45  
A B C D
Mean diameter 
(nm)
387.8 ± 4.13 341.9 ± 10. 9 411.20 ± 5.07 460.3 ± 9.0
PDI (nm) 0.248 ± 0.03 0.238 ± 0.054 0.213 ± 0.07 0.318 ± 0.065
Zeta potential 
(mV)
-22.6 ± 0.5 -26.3 ± 1.1 - 28.4 ± 1.3 - 32.1 ± 0.3
Results are mean ± SD (n=3)
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Abbreviations: BBG: Brillant Blue G, PBS: Phosphate Buffer Saline, ROS: Reactive 
Oxygen Species, FCS: Foetal Bovine Serum.
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Figure a : Cell viability. B16-F0 cells were incubated with lipid formulation for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. Alamar blue test was performed to evaluate cell viability 
(*** p<0.001 compared to culture medium, n=18). 
  
Figure b : Cell viability. B16-F0 and HaCat cells were incubated with lipid formulation for 15 
minutes followed a 24-hour recovery period. Alamar blue test was performed to evaluate cell 
viability Dark grey: B16-F0 cells, light grey: HaCat cells (*** p<0.001 compared to culture 
medium, $$$ p<0.001 compared to epithelial cells n=18).   
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Figure c : ROS production. B16-F0 cells were incubated with lipid formulation for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. DCF-DA test was performed to ROS poduction 
(*** p<0.001 compared to culture medium, n=18). 
Figure d : P2X7 functionality. Kinetic was performed after cell incubation with ATP 1mM 
and BzATP 500µM. YO-PRO-1 dye uptake was used to evaluate P2X7 functionality (n=18). 
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Figure e : P2X7 activation. B16-F0 cells were incubated with oleic acid for 24-hour. P2X7 
activation was evaluated by YO-PRO-1 dye uptake. (*** p<0.001 compared to culture 
medium, n=18). 
 
Figure f : P2X7 activation. B16-F0 cells were incubated with lipid formulation for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. P2X7 activation was evaluated using YO-PRO-1 dye 
uptake (*** p<0.001, ** p<0.005, * p<0.01 compared to culture medium, n=18). 
255
  
Figure g : P2X7 activation. First, B16-F0 cells were incubated with BBG for 20 minutes, and 
then it’s were incubated with lipid formulation for 15 minutes followed a 24-hours recovery 
period. P2X7 activation was performed using YO-PRO-1 dye uptake (n=18).
 
Figure h : Cell viability. First, B16-F0 cells were incubated with BBG for 20 minutes, and 
then it’s were incubated with lipid formulation for 15 minutes followed a 24-hours recovery 
period. Alamar blue test was performed to evaluate cell viability (** p<0.005, * p<0.01 
compared to cell without BBG, n=18). Dark grey: cell without BBG, light grey: cell with 
BBG.
256
Figure i : Mitochondrial potential. B16-F0 cells were incubated with lipid formulation for 15 
minutes followed a 24-hour recovery period. Mitochondrial potential was evaluated by JC-1 
(*** p<0.001, ** p<0.005 compared to culture medium, n=18). 
Figure j : Caspase activity. B16-F0 cells were incubated with lipid formulation for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. Caspase activity was evaluated using a caspase 8 kit with 
rhodamine 110-DEVD (*** p<0.001, ** p<0.005, * p<0.01 compared to culture medium, n=18).  
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Figure k : Cell viability. B16-F0cells were incubated with nanoemulsion for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. Cell viability was evaluated using Alamar Blue test.
(*** p<0.001 compared to culture medium, $$$ p<0.001 compared to culture medium, n=18). 
Figure l : P2X7 activation. B16-F0cells were incubated with nanoemulsion for 15 minutes 
followed a 24-hour recovery period. P2X7 activation was evaluated by YO-PRO-1 dye
uptake. ($$$ p<0.001 compared to culture medium, $$ p<0.005 compared to culture 






Annexe A4. Article 4 
Soumis dans la revue Toxicology in vitro 
Mélody DUTOT, Kamelia GHAZI, Anaïs WAKX, Roxane FAGON, Patrice RAT  
Microplate cytometry for high throughput screening cell viability assays: importance 




   MICROPLATE CYTOMETRY FOR HIGH THROUGHPUT SCREENING CELL VIABILITY 
ASSAYS: IMPORTANCE OF THE CHEMICAL PROPERTIES OF TESTED PRODUCTS


























































































































































































































































































Neutral red MTT Alamar blue LDH release 
Cationic surfactants 3 3 3 2
Anionic surfactants 2 3 3 3
Non-ionic surfactants 2 3 3 3
Bases 2 3 3 2
Acids 3 2 3 2
Alcohol solvents 2 3 3 2













































































 Figure 1. Principle of the MTT assay. 7HWUD]ROLXPVDOW\HOORZHQWHUVOLYLQJFHOOVDQGLV
UHGXFHGE\WKHPLWRFKRQGULDOVXFFLQDWHGHK\GURJHQDVHLQIRUPD]DQSXUSOH




Figure 3. Principle of the LDH release assay. /'+LVUHOHDVHGIURPPHPEUDQHDOWHUHG
FHOOVDQGLVXVHGLQDQHQ]\PDWLFUHDFWLRQWRUHGXFHWHWUD]ROLXPLQIRUPD]DQ

















































































































































































































































































PBS control = 100% 
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Annexe B. Brevet d’invention (PCT/ FR 2012/ 051839) 
28ͷ
Au cours de notre étude et pour confirmer nos résultats, une collaboration a été 
mise en place entre les laboratoires Soliance et laboratoires Dermatosoft. Ainsi des 
formulations à base du hyaluronate de sodium de moyen poids moléculaire 200-300kDa 
(produit par Soliance) ont été préparées afin d’effectuer des essais in vivo et clinique. 
Les essais in vivo ont été effectués avec l’École Nationale Vétérinaire de Maison Alfort 
(département du Dr Geneviève Marignac) et les essais cliniques ont été effectués sous la 
responsabilité des Drs Jean-Claude ALLART, Jean-Marie LEFEVRE et Jacques PEYROT.   
Ces différents tests ont permis de confirmer l'amélioration très significative de la 
cicatrisation ainsi que la rapidité et la qualité de cicatrisation sans rétraction du tissu. 
 
Tests précliniques in vivo  
Les tests in vivo ont été effectués sur des chiens, des chats et des chevaux ayant 
des plaies délicates pour lesquelles il y a peu ou pas de traitements. Nous présenterons 
ici essentiellement les tests sur un cou de chien et des travaux préliminaires sur les 
chevaux.  
 
Figure 62 : Plaie sur un cou de chien. La plaie a été traitée avec une formulation à base du HA de moyen 
poids moléculaire pendant 7 jours. 
 
Les résultats montrent qu'il n'y a pas de rétraction du tissu et que la cicatrisation 
est particulièrement rapide. On observe également une repousse du poil. Ce phénomène 




D’autre part des essais ont été effectués sur des chevaux donneurs de sérum. Des plaies 
de biopsie par trocart ont été analysées sur deux membres. Chaque animal est son 
propre témoin. Cette étude préliminaire sur chevaux, très difficile à réaliser, a montré 
que l’utilisation en topique du gel à base du HA de moyen poids moléculaire induit une 
réépithélialisation plus rapide chez les animaux traités à 7 jours alors que l’action sur la 
rétraction de la plaie à 3 jours semble légèrement plus avancée chez les animaux 
témoins. 
 Il est à noter que tous ces travaux ont abouti au développement par les 
laboratoires Dermoconcept d’une gamme de nouveaux produits cicatrisants vétérinaires 
qui sera commercialisé avant la fin de l’année 2012. 
 
Tests  cliniques 
 Les tests ont été effectués sur des enfants ou adultes. Les patients choisis souffrent de :  
- plaies à la jambe avec complication (insuffisance veineuse chronique),  
- plaies abrasives au visage,  


















Nous présenterons ici essentiellement les résultats des plaies abrasives au visage (figure 



























Figure 63 : Patient A. Plaie abrasive du visage d'un enfant après chute de vélo sur le bitume. La plaie a 













Nous observons une amélioration de la cicatrice à partir du 3éme jour de 
traitement. Après 10 jours de traitement, une repigmentation de la peau apparaît 
témoignant d’une meilleure qualité de cicatrisation.  
Figure 64 : Patient B. Plaie sur la face interne d’une jambe, patient souffrant d’une insuffisance 
veineuse chronique. La plaie a été traitée avec un gel à base du HA de moyen poids moléculaire deux fois 
par jour. 
L’application du gel à bas du HA de moyen poids moléculaire permet une 
cicatrisation rapide, car les résultats sont visibles dès le 4éme jour de traitement. Au 10ème 
jour, la plaie a bien cicatrisé, voire disparu.  
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Annexe C1. Bulletins d’analyse des hyaluronate de sodium étudiés 
 




Hyaluronate de sodium de moyen poids moléculaire 
29ͳ 




Annexe C2. Bulletin d’analyse de l’huile de Calophyllum inophyllum 
 
Composition chimique de l’huile de Calophyllum inophyllum 
 
Composition du Calophyllum inophyllum en stérols 
Composition du  Calophyllum inophyllum en acides gras 
Acides gras Quantité (%) 
Acide laurique (%) (C12:0) - 
Acide Myristique (%) (C14 :0) - 
Acide palmitique (%) (C16:0)  14,6 
Acide palmitoléique (%)(C16:1) 0,2 
Acide stéarique (%) (C18:0) 13,5 
Acide oléique (%) (C18:1) 39,4 
Acide linoléique (%) (C18:2) 31,6 
Acide linolénique (%) (C18:3) 0.2 
Acide arachidique (%) (C20:0) 0,3 
Taux d’insaponifiable (%) 2,1 
Composition du Calophyllum inophyllum en tocophérols 
Vitamines liposolubles Quantité (ppm) 
a -Tocophérol 64 
g - Tocophérol 65 
d - Tocophérol 10 
g - Tocotrienol 160 
d -Tocotrienol 197 
Total 496 
Stérols Quantité en ppm 
Campesterol 144 
Stigmasterol 595 Ⱦ-sitosterol 437 
Autres 180 
Total  1356 
293
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Résumé : Le purinorécepteur P2X7 joue un rôle majeur dans les phénomènes de dégénérescences 
(Alzheimer, DMLA) et mort cellulaires. Récemment des études ont montré que l’activation basale de ce 
récepteur est indispensable dans le processus de cicatrisation et de prolifération cellulaire. Nous avons 
essayé de mieux comprendre le paradoxe de cette activation du récepteur P2X7 qui oriente vers la 
prolifération et même les métastases tumorales, mais aussi vers les mécanismes de dégénérescence 
cellulaire. L'influence du microenvironnement (Lipides, matrice extracellulaire, oxygène) apparait 
essentielle pour comprendre ces différents effets. Notre premier objectif a été d’étudier l’impact de la 
modulation du microenvironnement du récepteur P2X7 par des composants de la matrice extracellulaire. 
Ainsi, sur un modèle de cicatrisation cutanée, nous avons mis en évidence l’impact de la taille des 
fragments du hyaluronate de sodium (composant prédominant dans la matrice extracellulaire). Nos 
résultats ont montré que l’activation du récepteur P2X7 dépend du poids moléculaire du hyaluronate de 
sodium. Notre deuxième objectif a été de moduler le microenvironnement lipidique du récepteur P2X7. 
Nous avons sélectionné une huile riche en acides gras insaturés et avons ainsi étudié son effet sur 
l’activation du récepteur P2X7. Sur nos modèles de cicatrisation, nous avons mis en évidence qu’une 
modulation du microenvironnement lipidique du récepteur P2X7 influence son activation. D’autre part la 
modulation du microenvironnement lipidique sur des cellules tumorale de mélanome active les voies de 
dégénérescence ouvrant la perspective de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
________________________________________________________________________ 
Discipline : Toxicologie 
________________________________________________________________________ 
Mots-clefs : Hyaluronate de sodium, matrice extracellulaire, microenvironnement, lipides, in vitro, 
récepteur P2X7, cicatrisation, mélanome. 
_______________________________________________________________________ 
Summary: The purinoceptor P2X7 plays a role in cytotoxic degenerative processus (Alzheimer, AMD) and 
cell death. Recent studies have shown that basal activation of this receptor is essential in the healing 
process and cell proliferation. We tried to understand the paradox of P2X7 receptor activation that directs 
to cell proliferation and tumor metastasis, but also to the cellular degenerative mechanisms. The influence 
of the microenvironment (lipids, extracellular matrix, oxygen) appears essential to understand these 
different effects. Our first objective was to study the impact of microenvironment modulation of the P2X7 
receptor by extracellular matrix components. On cell monolayer model of wound healing, we have 
highlighted the impact of hyaluronan molecular weight (predominant component in the extracellular 
matrix). Our results showed that P2X7 receptor activation is dependent on hyaluronan molecular weight. 
Our second objective was to modulate the lipid microenvironment of the P2X7 receptor. We selected an 
oil rich in unsaturated fatty acids and have studied its effect on P2X7 receptor activation. Our models of 
healing and melanoma cell, we demonstrated that modulation of lipid microenvironment affect P2X7 
receptor activation. 
________________________________________________________________________ 
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